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RESUMEN
Las nuevas tendencias en el sector de alimentos incluyen la obtencion de productos que,
ademas de ser fuente de macronutrientes, aporten compuestos bioactivos que prevengan la
aparicion de enfermedades cronicas; siendo cada vez mas importante satisfacer las
necesidades especificas de poblaciones de individuos, ya sea en estado saludable o con una
enfermedad particular. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar sistemas de
vehiculizacion para el transporte individual o simultdneo de antioxidantes naturales y
minerales.
Se obtuvieron polvos conteniendo zinc, extracto de yerba mate o una combinacion de
ambos, mediante la técnica de co-cristalizacién en matrices de sacarosa. En general, los
productos obtenidos mostraron buena fluidez y bajos valores de contenido de humedad,
actividad acuosa e higroscopicidad. Ademas, los compuestos activos encapsulados
mostraron una buena estabilidad fisicoquimica durante el almacenamiento. Se prepararon
bebidas con antioxidantes naturales usando como ingrediente los polvos con extracto de
yerba mate. Estas fueron evaluadas sensorialmente por un panel de jueces no entrenados,
encontrando elevados niveles de aceptacion.
Por otro lado, se prepararon tabletas mediante compresion directa, mezclando los
compuestos activos encapsulados (zinc, extracto de yerba mate o una combinacion de
ambos) con excipientes (almidon de maiz y estearato de magnesio). Todas las
formulaciones mostraron oOptimas caracteristicas de manipuleo (fluidez y humedad) y
buena compactibilidad. Se evaluaron los atributos sensoriales de las tabletas obteniendo
una buena aceptabilidad.
Finalmente, se desarrollaron tabletas compartimentalizadas para co-vehiculizacién de zinc
y extracto de yerba mate. Estas matrices permitieron mantener las propiedades
individuales de cada compuesto activo. Para la compartimentalizacion, el almidon de maiz
nativo fue usado como un vehiculo de zinc. Las tabletas obtenidas se desintegraron
rapidamente y mostraron una alta velocidad de liberacion de los compuestos activos en
agua.
Los sistemas desarrollados para la vehiculizacién de minerales y antioxidantes naturales
constituyen una alternativa para aumentar la ingesta dietaria de estos compuestos

bioactivos con propiedades saludables.

Palabras claves: Antioxidantes; Co-cristalizacion; Polvos; Tabletas comprimidas; Yerba

mate; Zinc.



ABSTRACT

New trends in the food field include the development of products that, beyond to providing
macronutrients, promote the intake of bioactive compounds to prevent chronic diseases;
becoming more important to address the specific requirements of individual populations,
either in healthy state or with particular diseases. The objective of the present work was to
develop carrier systems for individual or simultaneous delivery of natural antioxidants and
minerals.

Powders with zinc, yerba mate extract or a combination of both were obtained by co-
crystallization with sucrose matrices. In general, the obtained products showed good
flowability and low values of moisture content, water activity and hygroscopicity.
Moreover, the encapsulated active compounds exhibited good physicochemical stability
during storage. Antioxidant-rich beverages were prepared using the powders with yerba
mate extract as an ingredient. The sensory evaluation of the beverages was performed by a
panel of untrained judges and they found a high level of acceptability.

In addition, tablets obtained by direct compression were prepared blending the active
compounds (zinc, yerba mate extract or a combination of both) with excipients (corn starch
and magnesium stearate). All formulations showed optimal handling characteristics
(flowability and moisture content) and good compactibility. The sensory evaluation of the
tablets was also performed obtaining optimal acceptability.

Finally, compartmentalized tablets for simultaneous carrying of zinc and yerba mate
extract were developed. These matrices allow to maintaining the individuals properties of
each active compound. For the compartmentalization, native corn starch was used as zinc
vehicle. The obtained tablets were disintegrated rapidly and they showed a high release
rate of active compounds to the agueous medium.

The developed systems for the delivery of natural antioxidants and minerals constitute an
alternative to increase the dietary intake of these bioactive compounds with healthy

properties.

Keywords: Antioxidants; Co-crystallization; Powders; Compressed tablets; Yerba mate;

Zinc.
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Capitulo 1. ESTADO DEL ARTE

1. Compuestos antioxidantes y su importancia para la salud

El balance entre la generacion de especies oxidantes y los sistemas de defensa antioxidante
del organismo es fundamental para mantenerse en estado saludable. Sin embargo, durante
este proceso puede producirse un desequilibrio a favor de la sustancias prooxidantes,
desencadenando multiples reacciones que pueden llegar a ocasionar la muerte celular (Fig.

1.1).

Factores exégenos
Luz ultravioleta,

radiaciones,
contaminantes.
o .
o o Factores endogenos
= (metabolismo oxidativo,

Radicales libres ——> e o ) .
o inflamacién, respuestas
inmune)
Sistema de defensa
antioxidante
Células reparadas Células dafiadas ‘ Muerte celular

Figura 1.1. Representacion esquematica del proceso de dafio oxidativo por accién de

radicales libres. Adaptado de Kryston y col. (2011).

El oxigeno es un elemento importante y esencial para el adecuado funcionamiento del
sistema inmune, que participa en muchas reacciones del metabolismo celular, intercelular e
intracelular. Esta molécula se encuentra generalmente en su forma mas estable, es decir en
estado triplete (O,). Sin embargo, mediante diferentes procesos bioguimicos y enzimaticos,
se puede generar la formacion de compuestos intermediarios parcialmente reducidos,
conocidos como especies reactivas al oxigeno (ERO). Dichas especies oxigénicas pueden

ser clasificadas en dos grupos (Halliwell, 2001):



e Radicales libres: &tomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado,
por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas
estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Ademas, una vez que
el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula estable
que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén
desapareado, iniciandose asi una reaccion en cadena que puede llegar a ocasionar la
destruccion del sustrato. Ejemplos: i6n superdéxido (O,*) y el radical hidroxilo
(OH®).

¢ No radicales: sustancias que a pesar de no ser considerados radicales por definicion,
presentan una alta reactividad, por ejemplo el peroxido de hidrégeno (H20,) v el

oxigeno singlete (*0,).

Ademés se pueden formar compuestos mediante combinacién del oxigeno con otros
atomos o moléculas, tales como: radical alcohoxilo (RO¢), radical peroxilo (ROO¢), 6xido
nitrico (NO¢), peroxinitrito (ONOO-), triclorometilo (CClse), entre otros.

La mayoria de las ERO son producidas continuamente en el organismo, principalmente a
nivel mitocondrial, debido al escape de electrones desde la cadena de transporte de los
mismos 0 por reacciones catalizadas por metales de transicion tales como el hierro y el
cobre. Las ERO pueden ser generadas también por fuentes exdgenas tales como: el humo
del cigarrillo, la radiacion UV, los contaminantes ambientales, el metabolismo de
farmacos, la accion de células del sistema inmunoldgico, o dietas deficientes en minerales
y compuestos antioxidantes (Halliwell, 2001).

Varias enfermedades han sido relacionadas con la accion de los radicales libres incluyendo
isquemia cerebral y cardiaca, ateroesclerosis, diabetes, cancer, enfermedades inflamatorias,
enfermedades neurodegenerativas y el proceso de envejecimiento (Halliwell, 2001;
Kryston y col., 2011). De acuerdo a lo informado por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, por sus siglas en inglés) las enfermedades cronicas son las principales causas de

mortalidad en el mundo, siendo responsables del 63% de las muertes (WHO, 2005).



Los seres vivos poseen un sistema de defensa antioxidante que permite retardar o prevenir
el dafio oxidativo. Este se encuentra constituido por varias sustancias endégenas (enzimas
primarias y secundarias, glutation y coenzima Q10) y exogenas (compuestos fenolicos,
carotenoides, aminoacidos, péptidos, proteinas, vitaminas y minerales), que actdan en
forma individual, sinérgica y/o cooperativa (Fig. 1.2) (Amasheh y col., 2009; Carocho y
Ferreira, 2013; Hersh, 1999; Jacobs y col., 2009).

\ Compuestos bioactivos con actividad antioxidante ‘

I | [ I |
Enzimas primarias Enzimas secundarias Minerales Carotenoides Vitaminasy Coenzima Q10
Superoxido dismutasa Glutation reductasa Zn, Se. [B-caroteno, derivados
Catalasa Glucosa-6-fosfato licopeno, luteina, A, CEyK
Glutation peroxidasa Deshidrogenasa etc.
Acidos fenolicos Glutation

cafeico y derivados, p-

cumarico, ferulico,

gilico, etc.

Flavonoides
rutina, quercetina,

catequina, kaempferol,
hesperidina, etc.

Figura 1.2. Principales compuestos bioactivos participantes del sistema antioxidante

humano. Fuente: Carocho y Ferreira (2013).

1.1. Antioxidantes end6genos

Los antioxidantes enddgenos constituyen la primera linea de defensa contra la generacién
de ERO. Entre ellos se destacan la superéxido dismutasa que cataliza la conversion de O,*
a H,0, y O,, la glutation peroxidasa que evita la formacion de perdxidos y la catalasa que
promueve la conversiéon de H,0, a H,O y O,. El glutatién es un tripéptido compuesto por
los aminoéacidos cisteina, acido glutdmico y glicina, que participa como co-sustrato de la
enzima glutation peroxidasa. La coenzima Q10 actia como antioxidante a nivel celular,
estabilizador de las membranas y en el proceso de respiracion celular aerdbica, generando
energia en forma de ATP. A pesar de la alta eficiencia antioxidante de los compuestos
enddgenos, su accion no es siempre suficiente por lo que se requiere el consumo de
antioxidantes desde la dieta para mantener los niveles de radicales libres en valores
adecuados (Carocho y Ferreira, 2013; Halliwell, 2001).



1.2. Antioxidantes dietarios
e Vitaminas

Las vitaminas son un grupo heterogéneo de compuestos orgénicos esenciales para el
crecimiento y mantenimiento de los procesos metabolicos. Las vitaminas A, C y E son
consideradas las de mayor actividad antioxidante. La vitamina A puede ser ingerida en la
dieta como vitamina A preformada (retinol) o como carotenoides (precursores de la
vitamina A). Los carotenos (o-caroteno, B-caroteno y licopeno), son considerados
altamente efectivos en el secuestro del oxigeno singlete y los radicales peroxilo. La
vitamina C (&cido ascorbico) es eficaz en la captacion de los radicales anidn superdxido e
hidroxilo, asi como en la neutralizacion del peréxido de hidrdgeno, oxigeno singulete y
Oxido de nitrogeno reactivo. La vitamina E (tocoferoles) protege los &cidos grasos
altamente insaturados presentes en las membranas celulares y subcelulares, asi como otros
compuestos reactivos (por ejemplo las vitaminas A y C) del dafio oxidativo que pudiesen
sufrir, al actuar como trampas de radicales libres. También se ha sugerido que los
tocoferoles juegan un papel importante en la respiracion celular y en la biosintesis del
ADN y de la coenzima Q10 (Carocho y Ferreira, 2013; Hercberg y col., 1998).

e Minerales

Los minerales tienen numerosas funciones en el organismo humano y juegan un rol
fundamental en el sistema inmune. Estos son requeridos en muy bajas concentraciones; sin
embargo, su carencia desencadena desordenes fisioldgicos graves (WHO y FAO, 2004).
Los minerales de mayor importancia para el sistema antioxidante son el zinc y el selenio
(Carocho y Ferreira, 2013). Estos no actGan directamente en la captura de radicales libres,
sino que son considerados cofactores enzimaticos. Por su parte el zinc también actia como
inhibidor de las enzimas NADPH oxidasas, asociadas a la membrana plasmatica y a la
produccion de radical superoxido. Ademas, este mineral induce la produccién de
metalotioneinas, las cuales son secuestradoras de metales pesados y radicales libres (Prasad
y col., 2004; Salgueiro y col., 2000).



e Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas. Estos compuestos contribuyen a la estabilidad oxidativa de los
alimentos de origen vegetal y son en parte responsables de algunas propiedades
organolépticas, como amargor, astringencia, color, sabor y olor (Moure y col., 2001).

En la actualidad se conocen més de 8.000 estructuras fenolicas diferentes incluyendo
moléculas simples y compuestos altamente polimerizados. Estos compuestos se
caracterizan por presentar al menos un anillo aromatico unido a uno 0 mas grupos
hidroxilo (Brewer, 2011; Pokorny y col., 2001). La elevada actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos ha sido atribuida a su facilidad para ceder &tomos de hidrdgeno de un
grupo hidroxilo aromético a un radical libre y a la posibilidad de deslocalizacion de cargas
en el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico. Ademéas muchos de ellos poseen
capacidad de captar iones metalicos como Fe y Cu (Carocho y Ferreira, 2013; Khlebnikov
y col., 2007).

En la Tabla 1.1 se muestran los principales tipos de compuestos fendlicos presentes en
alimentos (Arranz Martinez, 2010). La bioaccesibilidad y biodisponibilidad de estos
compuestos, y por lo tanto sus efectos sistémicos, dependeran de la estructura de la matriz
alimentaria y de su concentracién (Parada y Aguilera, 2007). En este sentido, los
flavonoides y los &cidos fendlicos son considerados los compuestos antioxidantes mas

abundantes y con mayores beneficios para la salud (Brewer, 2011).

Tabla 1.1. Principales compuestos fenolicos presentes en alimentos

Fuente Estructura quimica Ejemplos
Itk
Acidos \1:5 Clorogénico, cafeico, p-cumarico,
hidroxinamicos HOT TR EOO R ferdlico, sinapico, trans-cinamico.
R3
Acidos N p-hidroxibenzoico, galico,
. . - R4 -, . - , . , .
hidroxibenzoicos J'_\‘;\J’F coor siringico, vanilico, elagico, tanico.
[{F:r
C H
Taninos = Oligbmeros de acidos benzoicos y
hidrolizables | cidos hidroxinamicos
58 r TH




Tabla 1.1 (Continuacion). Principales compuestos fendlicos presentes en alimentos

Fuente Estructura quimica Ejemplos
RS
Estilbenos 7N = @ R Resveratrol, piceida, piceatanol
\;/ '>._( ' H )

Flavanonas HOL o0 ;j Hesperetina, naringenina,
’\I:K naringina, hesperidina, floridcina.
oH
R1
_‘.-;'_.'\-\.._\_\__,-ﬂi
g . )
Flavonas 'Kf“ S Apigenina, luteoelina.
T
T
O
= . . - - . L,
Isoflavonas .MJ | Diacina, genistina, genisteina,
=TT s daiceina.
- -
el
f__./fl OH - - N -
Flavonoles s Q/\lfk Rutina, quercetina, miricetina,
YT\[/ ' kaempferol.
= ‘\T; \H'L'.'
OH Q
U” oH Catequina, epicatequina,
Flavanoles L ‘L/ galocatequina, epicatequin galato,
’n‘* epigalocatequin galato,

mw\.,p galocatequin galato.
H
"'JTN' Cianidina, delfinidina, petunidi
e . ianidina, delfinidina, petunidina,
Antocianidinas . P - P
L(L malvidina.
S ‘“*--"-'h.l.u.
O
e _AOH
|
"n\;;\|/ = ~on
Taninos @ , _ .
/‘ A Dimeros, oligdbmeros y polimeros.
condensados

L

Las principales fuentes de compuestos fendlicos en la dieta son las frutas y las verduras.

_//

Otras fuentes importantes de estos compuestos son los cereales y algunas bebidas como el

té, café, vino y cerveza (Tabla 1.2).



Tabla 1.2. Principales fuentes dietarias de compuestos antioxidantes

Fuente Ejemplos Compuestos antioxidantes

Manzana, guayaba, pasas Acidos fenolicos, flavonoides,
Frutas y hortalizas  de uva, arandanos, brécoli, tocoferoles y  tocotrienoles,
berenjena. taninos.

. . Romero, salvia, orégano, Acido rosmarinico, carnosol, cido
Hierbas y especias

tomillo. carnosico, rosmanol, isorosmanol.

Cereales y Arroz, maiz, centeno, Acidos fendlicos, flavonoides,
leguminosas sorgo, trigo. tocoferoles y tocotrienoles, etc.

Carotenos, tocoferoles y

Oliva, maiz, canola,

Oleaginosas P . tocotrienoles, flavonoides, &cidos
mostaza, chia, lino, mani. 1 .
fendlicos, taninos.
Té Té verde, té negro y té Catequinas, teaflavinas, 4&cidos

oolong. fenolicos.

De acuerdo a la WHO la baja ingesta de frutas y verduras se encuentra entre los principales
10 factores de riesgo de mortalidad; alrededor de 1.7 millones (2.8%) de las muertes en
todo el mundo son atribuibles al bajo consumo de estos alimentos. Por lo anterior, esta
organizacion actualmente recomienda un consumo de frutas y hortalizas de por lo menos
400 g/dia (WHO, 2002). Sin embargo, en la mayoria de paises en via de desarrollo la
ingesta de estos productos es muy baja, por lo que se requiere incentivar su consumo Y el
disefio de nuevos productos con un alto aporte de compuestos bioactivos (Saura-Calixto y
Gofii, 2006).

2. Aplicaciones de los compuestos antioxidantes en la industria de alimentos

Los antioxidantes son utilizados no s6lo como ingredientes funcionales sino también para
aumentar la vida util de los productos. La oxidacion de las grasas es la forma de deterioro
de los alimentos mas importante después de las alteraciones producidas por
microorganismos. Esta reaccion produce cambios organolépticos (olor, sabor, color y
textura), nutricionales (degradacion de algunas vitaminas y de acidos grasos
poliinsaturados) y pérdida de actividad funcional. Ademas, los productos formados en la

oxidacion pueden llegar a ser nocivos para la salud (Fennema y Tannenbaum, 1996).



La oxidacion lipidica es autocatalitica; una vez iniciada, se autopropaga y autoacelera. Esta
reaccion es compleja; sin embargo, los mecanismos involucrados pueden ser simplificados

en tres etapas principales: iniciacion, propagacion y terminacion (Fig. 1.3).
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O, ....~¥ Dimeros; polimeros;
ROO™-~ aunet perdxidos ciclicos;
Iniciacién compuestos hidroperdxido
Escisidn
compuestos aldehidos, cetonas,
clclicos y aciclicos ROOH| hidrocarburos, furanos, dcidos
peon
Dimeros RO compuestos ceto, hidroxi y epoxi
ROOR, ROR
escialén
Aldehidos Radicales alquilo Semialdehidos u oxoéstares
O
0, condensacién :
hidrocarburos .
ROOH
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hidrocarburos
aldehidos més cortos hidrocarburos
dcidos aldehidos
epdxidos alcoholes

Figura 1.3. Esquema general del proceso de autoxidacion de lipidos. Fuente: Fennema y
Tannenbaum (1996).

El uso de antioxidantes constituye una de las principales estrategias empleadas por la
industria alimentaria para prevenir la oxidacion lipidica. Estos compuestos son afiadidos
comdnmente en aceites y grasas, mayonesas, productos carnicos, galletas, chicles, bebidas

de frutas, productos de panaderia, frutos secos, entre otros (Wanasundara y Shahidi, 2005).



Los antioxidantes pueden actuar mediante distintos mecanismos de reaccion con respecto a
la secuencia de reacciones del proceso de oxidacion lipidica: a) disminuyendo la
concentracion de oxigeno, b) interceptando al oxigeno singulete, c¢) atrapando
(“scavenging”) radicales libres tales como los radicales hidroxilo (OHe), d) por unién con
metales (agentes prooxidantes), e) favoreciendo la descomposicion de productos primarios
a compuestos no radicalarios, f) por interrupcion de la cadena de iniciacion o propagacion
transfiriendo atomos de hidrégeno a los radicales lipidicos (L¢) y peroxilo (LOO¢) (Guiotto
y col., 2014; Pokorny y col., 2001).

Los aditivos sintéticos butil-hidroxi-tolueno (BHT) y butil-hidroxi-anisol (BHA) son los
antioxidantes mayormente empleados por la industria, debido a su alto grado de
estabilidad, eficacia y ventaja economica. Sin embargo, estudios toxicologicos han
vinculado estos compuestos con efectos negativos sobre la salud (Moure y col., 2001). Por
esa razon, el interés por el uso de sustancias de origen natural se ha incrementado en los
ultimos afios. Los antioxidantes naturales mayormente empleados en la industria
alimentaria son los tocoferoles (a-tocoferol) y el &cido ascérbico y sus derivados
(ascorbato sédico y calcico y palmitato de ascorbilo). Estos han demostrado una alta
eficiencia como retardantes de reacciones de deterioro de varios productos (Wanasundara y
Shahidi, 2005). Otro grupo de sustancias de interés industrial son los extractos de plantas,
siendo el extracto de romero uno de los mas empleados a nivel industrial debido a su alto
contenido de &cido rosmarinico, que presenta una actividad antioxidante similar a la de
BHA y BHT (Brand-Williams y col., 1995; Hern&ndez-Hernandez y col., 2009). Otros
extractos han demostrado una alta efectividad antioxidante; sin embargo, presentan
limitaciones debido a su baja estabilidad térmica y quimica y a sus caracteristicas

sensoriales particulares (Ares y col., 2009; Pokorny, 1991).

3. Encapsulacion de compuestos bioactivos

La encapsulacion es definida como la tecnologia mediante la cual se logra confinar
compuestos dentro de una matriz; generando de esta forma un microambiente capaz de
controlar las interacciones entre el interior y el exterior del sistema (Borgogna y col.,
2010).



Algunos de los propoésitos de aplicar una técnica de encapsulacién son (Champagne y
Fustier, 2007; Desai y Jin Park, 2005; Onwulata, 2011):

e Proteger el compuesto activo de la degradacion producida por el ambiente (calor,
aire, luz, humedad, etc.)

e Modificar las caracteristicas fisicas del material original y hacer méas fécil su
manipuleo. Por ejemplo, reducir la higroscopicidad, mejorar la fluidez, evitar la
aglomeracion (“caking”), distribuir el material uniformemente en una mezcla,
convertir materiales liquidos en polvo, entre otros.

e Enmascarar sabores desagradables.

e Separar componentes con el fin de que éstos no reaccionen entre si.

e Liberacion controlada de un compuesto activo bajo condiciones especificas (pH,

temperatura, etc.).

Los materiales encapsulantes mas usados para la proteccion de ingredientes en las
industrias alimentarias y farmacéuticas son las biomoléculas, debido a que son abundantes,
no toxicas y poseen baja alergenicidad (Tabla 1.3). Estos productos pueden emplearse en
forma individual o combinados con otros materiales, a fin de generar sinergias favorables
(Wandrey y col., 2010).

Tabla 1.3. Principales materiales encapsulantes empleados para la proteccion de
ingredientes alimentarios y farmaceéuticos.

Materiales Ejemplos

Proteinas Albumina, caseinatos, gelatina, gluten, péptidos, proteina de soja,
proteinas de suero

Azlcares simples Sacarosa, fructosa, galactosa, glucosa, maltosa, trehalosa

Polisacaridos y Alginatos, quitosano, almidones nativos y modificados (maiz, papa, etc.),

gomas ciclodextrina, maltodextrina, agar, carragenato, pectina, goma arabiga

Lipidos Aceites y grasas comestibles, monoglicéridos, diglicéridos, liposomas,
lecitina.

Celulosas Carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa,
acetilcelulosa, ftalato-acetato de celulosa, ftalato-butilato-acetato de
celulosa
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Se pueden obtener diversos tipos de sistemas dependiendo de los materiales y del
procedimiento de encapsulacion empleado (Fig. 1.4). En los sistemas reservorio el
compuesto activo se encuentra en el interior recubierto por una o varias capas concentricas
del material de pared (Fig. 1.4a). La velocidad de liberacion de estos sistemas depende del

grosor, el &rea y la permeabilidad del agente encapsulate empleado.

Nucleo
Agente activo
a b ) —
uniformemente
Barrera distribuido
protectora
Cristales
Barrera
c | 4— protectora d
adicional
~ Agente activo

Figura 1.4. Representacion esquematica de los diferentes sistemas de encapsulacion: a)

reservorio, b) matriz, ¢) mixto y d) aglomerados. Fuente: Deladino y col. (2007b).

Los sistemas tipo matriz consisten en una mezcla homogeénea del ingrediente activo y el
material encapsulante (Fig. 1.4 b). La liberacion en estos sistemas depende del tipo del
material de la matriz, la forma de la capsula y la cantidad de compuesto activo. Los
sistemas mixtos (Fig. 1.4 ¢) pueden ser obtenidos adicionando una capa extra sobre los
encapsulados tipo matriz para aumentar la proteccion del agente activo o retardar su
liberacion. Los aglomerados ofrecen una amplia area superficial para contener compuestos

activos, facilitar el manipuleo y mejorar su aptitud frente al almacenamiento (Fig. 1.4 d).

3.1. Técnicas de encapsulacion

Los métodos empleados para la produccion de productos encapsulados pueden ser
clasificados en tres grupos: fisicos (secado por atomizacidn, secado por enfriamiento,
extrusion, liofilizacion, lecho fluidizado y co-cristalizacién), quimicos (formacion de

complejos de inclusion y polimerizacion interfacial) y fisico-quimicos (coacervacion,
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gelificacidn ionica y atrapamiento con liposomas). En la Tabla 1.4 se describen algunos de

los métodos de encapsulacion més utilizados en las industrias alimentarias y farmacéuticas.

Tabla 1.4. Métodos de encapsulacion comunmente empleados en las industrias

alimentarias y farmaceuticas.

Técnica Principio Ventajas Limitaciones Aplicaciones
Secado por Atomizacién y Tecnologia flexible,  Falta de Leche en
atomizacion secado con aire econémica y que uniformidad de  polvo,
caliente de una permite trabajar en microesferas, sabores,
dispersion continuo. Tiempo de limitacionen la  aromas,
homogénea del proceso corto eleccion del bebidas
compuesto bioactivo material instantaneas,
en un agente encapsulante, las sopas,
encapsulante altas antioxidantes,
temperaturas colorantes
pueden degradar
compuestos
bioactivos
Secado por Es una variante del  Permite la Falta de Vitaminas,
enfriamiento o secado por encapsulacién de uniformidad de  minerales,
congelacién atomizacién que compuestos sensibles microesferas, acidulantes,
emplea aire frio. a las altas limitacién en la  sopas,
temperaturas eleccion del alimentos con
material alto contenido
encapsulante graso
Extrusion Paso de una Altos rendimientos,  Limitacion en la Sabores,
emulsion formada proceso econémico,  eleccién del bebidas
por el material activo permite trabajar en material instantaneas,
y el agente continuo encapsulante postres,
encapsulante a traves gelatinas
de un extrusor a alta
presion.
Gelificacion Formacion de Método facil y de Dificil escalado, Probiéticos,
ionica capsulas por alta versatilidad. tiempos largos  enzimas,
interaccion iénica Tamafio de particula de proceso aceites
entre un polisacarido uniforme, esenciales
y un ién de carga no requiere

opuesta

solventes, ni altas

temperaturas

12



Tabla 1.4 (Continuacion). Métodos de encapsulacion cominmente empleados en las

industrias alimentarias y farmacéuticas.

Técnica Principio Ventajas Limitaciones  Aplicaciones
Liofilizacién Secado por Permite la Tiempos largos  Probioticos,
congelacion de una  encapsulacion de de proceso, alto enzimas
emulsion compuestos sensibles costo, baja
conteniendo el a las altas estabilidad de
compuesto activoy  temperaturas los materiales
un agente encapsulados
encapsulante
Recubrimiento El compuesto activo Particulas de formay Las altas Acidos
por lecho es suspendido tamafo homogéneo. temperaturas organicos
fluidizado mediante una Permite el uso de una pueden degradar (citrico,
corriente vertical de  gran variedad de compuestos lactico y
aire y pulverizado materiales bioactivos sorbico),
sobre el agente encapsulantes bicarbonato
encapsulante de sodio
Coacervacion Deposicion del Alta eficiencia, Método Aceites
agente encapsulante  permite la complejo, altos  esenciales,
alrededor del encapsulacién de costos, uso de  vitaminas y
compuesto activo compuestos sensibles solventes, enzimas
por atraccion a las altas productos
electrostatica temperaturas inestables
Atrapamiento por Estructuras formadas Permite encapsular ~ Uso de Enzimasy
liposomas por bicapas lipidicas compuestos disolventes vitaminas
que rodean el hidrofobicos e organicos
material activo hidrofilicos
Formacion de Asociacion Alta eficiencia de Poco versatil, Sabores,
complejos de supramolecular de encapsulacién para  agentes aromas,
inclusion un ligando compuestos apolares encapsulantes de aceites
dentro de un sustrato alto costo esenciales,
con una cavidad vitaminas

Actualmente los procesos mas empleados en la industria de alimentos son el secado por

atomizacion y la extrusion, principalmente, debido al costo accesible y la produccion en

serie de encapsulados (Desai y Jin Park, 2005; Gouin, 2004). Otra metodologia

comunmente utilizada para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos,

cosméticos e ingredientes alimentarios; es la formacion de complejos de inclusion con

ciclodextrinas (Astray y col., 2009; Del Valle, 2004; dos Santos y col., 2012)

La seleccion del proceso de encapsulacion adecuado dependerad de mdaltiples factores, tales

como: el tamafio particula requerido, las propiedades fisicoquimicas del material

encapsulante y el compuesto activo, la finalidad del producto encapsulado, el mecanismo

de liberacién deseado y el costo (Munin y Edwards-Lévy, 2011; Onwulata, 2011).
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3.2. Co-cristalizacion en matrices de sacarosa

La co-cristalizacion es una técnica de encapsulacién relativamente nueva que ofrece una
alternativa simple, economica y flexible para la proteccion de compuestos activos de
interés alimentario y farmacéutico. En este proceso, la estructura cristalina de la sacarosa
se modifica desde un cristal perfecto a aglomerados de forma irregular que ocluyen el

compuesto activo (Fig. 1.5).

Compuesto activo

Sacarosa

Proceso de co-cristalizacion

Producto co-cristalizado

Figura 1.5. Esquema de preparacion de productos co-cristalizados.

La cristalizacion es definida como una transicion de fase de moléculas desde el estado
liquido al solido. Los cristales pueden obtenerse a partir de una solucion o desde el
material fundido. Para que este proceso ocurra se requiere de una fuerza impulsora dada
por una diferencia de potencial entre la fase solucién y el sélido cristalino (Hartel y
Shastry, 1991). De acuerdo a Bhandari y Hartel (2002) y Chen y col. (1988) la sacarosa
puede ser cristalizada a partir de soluciones sobresaturadas (70-80% de solidos) o

altamente concentradas (>90% de sdlidos).
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Una solucion sobresaturada puede lograrse empleando tres diferentes estrategias las cuales
son ilustradas en la Fig. 1.6 (Hartel y Shastry, 1991): i) enfriando una solucioén no saturada
lo suficiente como para que la concentracién del soluto exceda la saturacion (linea AB); ii)
evaporando parte del agua de la solucidn para aumentar la concentracion de soluto por
encima de la solubilidad (linea AC) o iii) adicionar otro solvente, en el que el soluto sea
insoluble, de modo que la mezcla resultante tenga una nueva curva de solubilidad (linea
punteada) y la concentracion del soluto se encuentre ahora por encima de la concentracion

de saturacion de la mezcla (linea AD).

Solucion sobresaturada en
sistemas con solvente puro

St

<

§

<

D

=

= -

e Solucién no saturada

9

g en solvente puro y

= sobresaturada en D

v .

9 sistemas con mezclade .

S solventes e

...................................... Solucion no saturada
en solvente puro y en
sistemas con mezcla de
solventes
Temperatura

Figural.6. Desarrollo de sobresaturacion en soluciones de azucar por enfriamiento (linea
AB), evaporacion (linea AC) o por adicion de un solvente (linea AD). Fuente: Hartel y
Shastry (1991).

En el proceso de co-cristalizacién se emplean jarabes con concentraciones entre 70 y
85°Brix (Beristain y col., 1996; Bhandari y col., 1998). Estos son concentrados por
calentamiento hasta alcanzar la sobresaturacion. Luego se adiciona el compuesto activo y
se realiza el enfriamiento de la mezcla bajo agitacion, para favorecer la cristalizacion
espontanea (nucleacién y crecimiento cristalino). De esta forma, se obtienen agregados de

microcristales de 3 a 30 um que ocluyen el compuesto activo en el interior de esos

15



microcristales o entre ellos. Finalmente, los productos son secados hasta la humedad
deseada y llevados a tamafio uniforme (Awad y Chen, 1993).

Existen muy pocos estudios reportados en literatura empleando la co-cristalizacion en
matrices de sacarosa como técnica de encapsulacion. En la Tabla 1.5 se resumen algunos
de los trabajos realizados. Los resultados mostraron que mediante esta metodologia es
posible mejorar las propiedades de algunos ingredientes tales como fluidez, solubilidad,
capacidad de dispersion, humectabilidad y estabilidad quimica. Otra ventaja importante de
esta técnica es que el calor de cristalizacién generado durante el proceso generalmente es
suficiente para obtencién de polvos con muy bajo contenido de humedad (Awad y Chen,
1993; Bhandari y Hartel, 2002).

El analisis de las variables que controlan el proceso de co-cristalizacién constituye un
desafio para lograr la aplicacion de esta técnica a escala industrial. Una de las desventajas
es que algunos compuestos podrian ser degradados por efecto de la temperatura. Sin

embargo, pocos estudios han sido reportados en la literatura al respecto.

Tabla 1.5. Estudios realizados empleando la co-cristalizacion en matrices de sacarosa para
la encapsulacion de compuestos activos.

Compuesto encapsulado  Beneficios de la co-cristalizacion con sacarosa Referencias
Sabores, jugos de fruta, Mejora la capacidad de dispersién, la solubilidad Chen y col. (1988) y
i : - Awad y Chen
aceites esenciales y la estabilidad. (1993)

Retencion del aroma y el sabor caracteristico del
Extracto de Jamaica extracto original. Buena capacidad de dispersion,
solubilidad, homogeneidad y fluidez.

Beristain y col.
(1994)

. . . Bajos contenidos de humedad, alta retencion de  Beristain y col.
Aceite esencial de naranja

compuestos volatiles. (1996)
. L Maulny vy col.
Miel \I?éjlg?ﬁe;‘lwdez y alta retencién de compuestos (2005) y Bhandari y
' col. (1998)
. . . : Bhandari y Hartel
Glucosa y fructosa Eaégnﬁo;\éizgé?gnde humedad, buena resistencia a (2002) y Geary
P ' (2008)
. . Bajo contenido de humedad, buena solubilidad y Astolfi-Filho y col.
Jugos de limén y maracuya fluidez (2005)

Sales minerales y extracto Baja higroscopicidad, buena fluidez y alta  Deladinoy col.

liofilizado de yerba mate  solubilidad (2007, 2010)
Oleorresinas de Baja higroscopicidad, alta solubilidad y buena  Sardar y Singhal
cardamomo estabilidad bajo almacenamiento (2013)
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Los productos obtenidos mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa pueden ser
empleados en distintas aplicaciones:
e Ingrediente o edulcorante: chocolates, golosinas, barras de cereal, cereales para el
desayuno, bebidas, entre otros.
e Mezclas secas: postres, gelatinas, mezclas con cereales, bebidas hidratantes, sales
de rehidratacion oral, entre otros.
e Excipientes farmacéuticos: materiales para produccion de tabletas por compresion
directa, polvos de répida disolucion, ingrediente para la preparacion de jarabes,

entre otros.

En este sentido, esta técnica constituye una estrategia Util para dar valor agregado a una

gran variedad de compuestos activos de interés alimentario y farmacéutico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

1. Desarrollar productos encapsulados conteniendo minerales y antioxidantes

naturales que posean buena estabilidad, caracteristicas sensoriales aceptables y

sean de facil manipuleo.

Incorporar los productos encapsulados en sistemas para la vehiculizacion
individual o simultanea de compuestos bioactivos dirigidos a grupos de

consumidores con necesidades especificas.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar los compuestos bioactivos a estudiar: zinc y extracto de yerba mate
(llex paraguariensis).

Encapsular los compuestos bioactivos mediante la técnica de co-cristalizacion en
matrices de sacarosa.

Seleccionar las formulaciones éptimas que permitan maximizar la carga de
compuestos activos, sin afectar su actividad funcional.

Estudiar las caracteristicas macro y micro estructurales de los productos
encapsulados.

Determinar la estabilidad fisicoquimica de los compuestos activos encapsulados
durante el almacenamiento.

Desarrollar sistemas de dosificacion de zinc y extracto de yerba mate en forma de

polvos y tabletas comprimidas.
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Capitulo 2. SISTEMAS DE VEHICULIZACION DE EXTRACTOS
ANTIOXIDANTES DE YERBA MATE

Introduccion

La yerba mate (llex paraguariensis Saint Hilaire) es una planta nativa de la region
subtropical de América del Sur, cultivada en Argentina, el sur de Brasil y Paraguay. Las
infusiones de este producto se ingieren como bebida en proporciones de mas de un litro por
dia por millones de personas, como mate, mate cocido o tereré. La yerba mate tiene la
ventaja de ser considerada por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los
EE.UU. (FDA, por sus siglas en inglés) como un ingrediente generalmente reconocido
como seguro. El interés hacia este producto se ha incrementado rapidamente en los ultimos
afios mostrando un gran potencial econdémico y expandiéndose hacia nuevos mercados
internacionales.

La produccion industrial de la yerba mate se realiza mediante sucesivas etapas. Una vez
realizada la cosecha, las hojas se someten al proceso de “sapecado”, el cual consiste en su
exposicion directa al fuego a temperaturas entre 400 y 450°C durante 20-30 segundos. Este
tratamiento se realiza con el fin de inactivar enzimas y reducir el contenido de humedad,
previniendo de este modo la oxidacion y el deterioro del color, el sabor y el aroma de las
hojas. Luego se realiza un secado en el que reduce el contenido de agua por debajo del 3%.
Esta operacion puede realizarse en cdmaras de madera o ladrillo por las cuales circula aire
caliente o humo filtrado ("barbaqua™), o en tineles de secado continuos. El tiempo de este
proceso varia entre 6 y 24 horas, dependiendo el tipo de tecnologia empleada.

Luego del secado, las hojas se someten a un proceso de trituracién denominado
“canchado”, el cual facilita su manipuleo durante el transporte y estacionamiento.
Posteriormente, la yerba canchada es depositada en cdmaras de estacionamiento para el
desarrollo del sabor, aroma y color caracteristicos del mate. El estacionamiento puede
realizarse bajo condiciones naturales de humedad relativa y temperatura durante 9-12
meses o de forma acelerada bajo condiciones controladas de humedad, temperatura y flujo
de aire durante 30 0 60 dias. Posteriormente, la yerba mate es triturada, zarandeada y
mezclada segun el uso y preferencias de cada region. Por dltimo se realiza el envasado y

estampillado del producto para su posterior distribucién (Isolabella y col., 2010).
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La yerba mate (hoja e infusién) es una fuente importante de compuestos fendlicos (acidos
fendlicos y flavonoides) y xantinas (cafeina, teofilina y teobromina) (Fig. 2.1). Ademas

contiene vitaminas (C, B1y B2) y minerales (K, Mg, Fe 'y Zn).
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Figura. 2.1. Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos y las xantinas
presentes en la yerba mate (hojas e infusion). Fuente: Heck y col. (2008).

El &cido clorogénico y sus derivados son considerados los polifenoles con mayor
influencia en la capacidad antioxidante del extracto de yerba mate. La aplicacion de
técnicas de HPLC-DAD y HPLC-MS ha permitido discriminar una gran variedad de este
tipo de compuestos en dichos extractos (Berte y col., 2011; Dugo y col., 2009; Heck y
Gonzélez de Mejia, 2007).

Varios autores han demostrado, mediante ensayos in vivo e in vitro, que el extracto de
yerba mate actla como un potente antioxidante, estimulante, diurético, antimicrobiano,
antiglucémico, hipocolesterolémico, adelgazante, antiinflamatorio, antirreumatico,
hepatoprotector, colerético, antimutagénico, entre otros (Bracesco y col., 2003; Bracesco y
col., 2011; De Morais y col., 2009; Gugliucci, 1996; Hemmerle y col., 1997; Marques y
Farah, 2009; Martinet y col., 1999; Stein y col., 2005). Por esta razdn, este extracto es
empleado actualmente para la produccion de alimentos funcionales y nutracéuticos,
suplementos dietarios, fitomedicamentos, bebidas energizantes, cosméticos, productos

adelgazantes, entre otros.
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En sistemas alimentarios, el extracto de yerba mate ha demostrado capacidad de prevenir el
deterioro oxidativo de productos con alto contenido graso, mostrando un elevado poder
antioxidante inclusive a bajas concentraciones (De Campos y col., 2007; Valerga y col.,
2013). Sin embargo, su sabor caracteristico limita su incorporacion en otros alimentos
debido a que éste puede generar rechazo por parte de los consumidores. Ademas, varios
autores han reportado que los extractos de yerba mate en polvo, obtenidos por secado por
atomizacion o liofilizacion, presentan alta higroscopicidad, mala fluidez y baja estabilidad
(Berte y col., 2011; Deladino y col., 2007a). Por lo que se requiere la busqueda de
estrategias que permitan superar dichas limitaciones.

El empleo de los alimentos como vehiculos de compuestos bioactivos constituye una
alternativa eficaz para disminuir el riesgo de aparicion de enfermedades (Day y col., 2009;
Hobbs y col., 2014; Kosaraju y col., 2008). En este sentido, la sacarosa constituye un
material ideal para el transporte de ingredientes con actividad funcional, teniendo en
cuenta su alto consumo y sus propiedades (baja higroscopicidad y alta solubilidad y
capacidad de hidratacion). Ademas éste azucar permite mejorar los atributos sensoriales de
los productos. Como se menciond anteriormente, a través de la encapsulacion mediante co-
cristalizacion en matrices de sacarosa, es posible la obtencién de polvos con buena fluidez,
solubilidad, humectabilidad, compactibilidad y estabilidad quimica (Awad y Chen, 1993;
Bhandari y Hartel, 2002).

Los objetivos de este capitulo fueron desarrollar sistemas de vehiculizacion de extracto
antioxidante de yerba mate y caracterizar las matrices obtenidas. Para facilitar la
comprension del trabajo, los resultados de este capitulo se presentaran en 2 partes: en la
parte | se presenta la caracterizacion de los extractos antioxidantes de yerba mate. Luego
en la parte 1l se muestra el estudio del efecto del proceso de co-cristalizacion sobre la
capacidad antioxidante y la eficiencia de encapsulacion de los extractos de yerba mate.
Ademéas se muestran las propiedades tecnolégicas de los productos y el analisis de la
estabilidad fisicoquimica de los compuestos activos encapsulados bajo condiciones de
almacenamiento acelerado. La parte 1l también incluye una aplicacién de los extractos de
yerba mate encapsulados como un ingrediente en la elaboracién de una bebida con

antioxidantes naturales.
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Parte I. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE EXTRACTOS
ANTIOXIDANTES DE YERBA MATE (llex paraguariensis)

En esta seccion se plantearon los siguientes objetivos: i) cuantificar los principales
compuestos bioactivos presentes en el extracto acuoso de yerba mate; ii) evaluar su
actividad antioxidante; iii) caracterizar los extractos para su posterior incorporacion en los

sistemas de encapsulacion.

Materiales y métodos

1. Preparacion de los extractos de yerba mate

Los extractos de yerba mate fueron obtenidos siguiendo la metodologia optimizada
previamente por Anbinder (2004) y Deladino (2010). Se prepararon mezclas con diferentes
cantidades (3, 5 y 10 g) de yerba mate comercial (“La Merced variedad de campo”,
Establecimiento Las Marias, Corrientes, Argentina) y 100 mL de agua destilada. Estas
fueron llevadas a un bafio termostatico (Viking, Argentina) a 90°C durante 40 min. El
producto obtenido se filtrd y se enfrié previo al analisis.

Para los ensayos de FTIR, DSC, rayos X y las isotermas de adsorcién se emplearon
extractos en polvo obtenidos por secado en estufa de conveccién forzada (SanJor,
Argentina) a 37°C durante 72 h.

2. Contenido de materia seca
Las muestras de extractos liquidos (5 mL) se sometieron a secado a 105°C hasta peso
constante (AOAC, 1998) empleando una Balanza de humedad Mettler LP 16 (Suiza). Los

resultados fueron expresados como g residuo solido/100 ml de extracto.

3. Contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (PT) fue determinado mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Esta prueba esta basada en la oxidacién de los grupos
fenolicos con los acidos fosfotungstico y fosfomolibdico. Como resultado de la reaccion se
forma un complejo verde azulado, el cual tiene un maximo de absorbancia entre 725 y 750

nm.
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Para el analisis se tomaron 0.2 mL de extracto diluido de yerba mate y se colocaron en un
tubo de ensayo conteniendo 2 mL de Na,COj3 al 2% (p/v) (Anedra, Argentina), se dejo
reposar durante 2 min y a continuacion se agregaron 0.2 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (Anedra, Argentina; diluido 1:1). La mezcla se agit6 mediante vortex y luego de
un tiempo de reaccion de 30 min, se procedio a la medida de absorbancia a 725 nm
empleando un espectrofotometro (Shimadzu Double Bean Spectrophotometer UV-150-02,
Seisakusho Ltd., Kyoto, Japon). La calibracion del método se realizé utilizando como
estandar acido clorogénico (AC) (Fluka, EE.UU.). Los resultados fueron expresados como

miligramos equivalentes de acido clorogénico (“mg AC”) por cantidad de muestra.

4. Evaluacion de la actividad antioxidante

4.1. Capacidad inhibitoria frente al radical DPPH

La capacidad inhibitoria frente al radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidracilo (DPPHe) fue
evaluada usando el protocolo reportado por Brand-Williams y col. (1995). Este método se
basa en la reduccion del radical DPPH- por accion de los compuestos antioxidantes (Fig.
2.2). La reaccién produce un cambio de coloracién de azul-violeta a amarillo palido, el

cual se monitorea espectrofotométricamente.

RH
NG, / \ (antioxidante) NO, / \
[ES— \/ —
O,N N—N —=—=—> ON NH——N
)3
NO, 72\ R NO,
DPPH' DPPH

Figura 2.2. Fundamento del método del DPPH. Fuente: Brand-Williams y col. (1995).

Una alicuota de 100 pL de muestra se mezcld con 3.9 mL de solucién etandlica (25 mg /L)
de DPPHe (Sigma-Aldrich, USA). Luego de un tiempo de reaccion de 30 min se midio la
absorbancia a 517 nm en el espectrofotdmetro. Los resultados fueron expresados como el

porcentaje de inhibicion (% I) del radical DPPHe, calculado con la siguiente ecuacion:
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961 =| APS —ADS, | 100 Ec. 2.1
Ab

So

donde Abs, es la absorbancia de la reaccion control (conteniendo todos los reactivos

excepto la muestra) y Absp, es la absorbancia de la muestra.

4.2. Capacidad reductora de iones férricos (FRAP)

Este método evalla la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo a su capacidad
para reducir el Fe* presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
hasta la forma ferrosa, Fe*? (Fig. 2.3) (Benzie y Strain, 1996).

— N= '/A' N//\
NS A I
H/ \\\] \H T oy, N7 \“’ S =
N /"N‘T";N “ fL NN
e h
N’/’L‘N /FT\ o g l /Fezf\ e
N J\\ U\ _,N,\ H\‘ﬁ/j antioxidante (487} H= \‘T/ | Tl\ /:I

complejo Fe**-TPTZ compleje Fe*-TPTZ

Figura 2.3. Fundamento del método de FRAP: reduccién de Fe*> — TPTZ a Fe*? — TPTZ.
Fuente: Moon y Shibamoto (2009).

Una alicuota de 50 pL de muestra se mezclé con 1.5 mL de solucién de reaccion. Esta
ultima fue preparada mezclando 25 mL de TPTZ (10 mM), 2.5 mL de solucion acuosa de
cloruro férrico hexahidratado (20 mM) y 2.5 mL de buffer acético-acetato (300 mM, pH=
3.6) (Benzie y Strain, 1996). Luego de un tiempo de reaccion de 10 min, se determind la
absorbancia 595 nm en el espectrofotometro. Los resultados fueron expresados como
umoles equivalentes de ion Fe*? por cantidad de muestra.

5. Determinacion de los principales compuestos activos mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)

Se empled un cromatégrafo liquido de alta resolucion HP 1100 (Hewlett Packard,
EE.UU.), equipado con bomba binaria, inyector automatico, desgasificador, detector de
arreglo de diodos (DAD) y una columna Zorbax 300 SB-C18 (250 x 4.6 mm; 5 pum).
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Los ensayos fueron realizados usando el método reportado por Chandra y Gonzalez de
Mejia (2004). La fase movil “A” consistid en una mezcla de metanol, agua y acido formico
(79.7:20:0.3) y la fase movil “B” de una mezcla de metanol y acido formico (99.7:0.3). El
gradiente empleado fue: 0% B/15 min; 40% B/15 min; 75% B/10 min; 100% B/5 min.

Se prepararon soluciones stock (0.25 mg/mL) de estandares comerciales de acido
clorogénico, rutina, acido cafeico y cafeina (Sigma-Aldrich, EE.UU.) en mezclas de
metanol-agua Milli-Q (50:50). Las curvas de calibracion se realizaron con cuatro niveles
de concentracion, cada uno por duplicado. La identificacion de los principales compuestos
fendlicos (ac. clorogénico, ac. cafeico y rutina) y de cafeina fue realizada mediante
comparacion con los estandares puros y el analisis de sus espectros DAD. La deteccion de
los compuestos se realizo a la longitud de onda de maxima absorcién: cafeina a 275 nm,

acidos cafeico y clorogénico a 330 nm y rutina a 360 nm.

6. Identificacion de los principales grupos funcionales mediante FTIR

Se empled un equipo Nicolet 1S-10 (Thermo Scientific Inc., EE.UU.). Los extractos en
polvo fueron mezclados con bromuro de potasio y molidos cuidadosamente con mortero de
4gata. Los espectros fueron tomados en el modo de transmisién entre 4000 y 400 cm™,
adquiriendo 64 escaneos en promedio con resolucién de 4 cm™. El andlisis espectral se

realiz6 empleando el software Omnic version 8.1. (Thermo Scientific Inc., EE.UU.).

7. Temperatura de transicion vitrea (Tg)

La determinacion de la Ty se realizd mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC),
empleando un equipo Q100 (TA Instruments, EE.UU.). Se colocaron muestras de extracto
seco de yerba mate (3-5 mg) en cépsulas de aluminio y se cerraron herméticamente. Se
utiliz6é una capsula vacia como referencia. EI equipo se calibrd con un patrén de Indio. La

muestras se calentaron a una velocidad de 4°C/min, desde -30 hasta 100°C.

8. Patron de difraccion de rayos X

El analisis de rayos X se realiz6 empleando un equipo X'Pert Pro PANalytical modelo PW
3040/60 (Almelo, Holanda) provisto de un tubo con un &nodo de CuK, que emite radiacion
de 2=1.543 nm, y un detector que operd con un voltaje de 40 KV y una corriente de 40

mA. Los difractogramas se obtuvieron desde 20 = 3° hasta 26 = 60°.
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9. Isotermas de adsorcion

Se empled el método de isoterma con punto de rocio dinamico (DDI, en inglés “Dynamic
Dewpoint Isotherm™). Las muestras (1-2 g) se analizaron en un analizador de sorcion de
vapor VSA 1020 operando a 20°C (Decagon, Inc. EE.UU.). En este equipo, la desorcion y
la adsorcion se obtienen insertando aire seco o himedo, respectivamente, y los cambios en
la masa de la muestra se registran con una microbalanza analitica. Simultdneamente se
mide la actividad de agua de la muestra, utilizando el principio del punto de rocio, por
condensacion del vapor de agua en un espejo enfriado. Las isotermas se representaron
como el contenido de humedad en base seca (b. s.) versus la actividad acuosa de las
muestras.

Varios autores han informado que este método genera resultados altamente reproducibles y
comparables con el método convencional (estatico) (Penner y Schmidt, 2013; Schmidt y
Lee, 2011). Ademas, el método DDI tiene la ventaja de ser rapido, menos laborioso,

requiere pocas cantidades de muestra y da mayor nimero de puntos de la isoterma.

10. Modelado matematico de las isotermas de adsorcion

Se evaluo el ajuste de las isotermas de adsorcion a los siguientes modelos matematicos:

e Modelo de Guggenheim, Anderson and de Boer (GAB)

e Xmckayy
(1—kay J1—-kayy + ckayy) Ec. 2.2

e Modelo de Oswin

~%o

X =
(A ay)-1) %o

Ec. 2.3

e Modelo de Halsey

1/B
X= _AH :
In(ay,) Ec. 2.4
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e Modelo de Iglesias y Chirife
a
x=Al+g( L J
1-ay Ec. 2.5.

donde x es el contenido de humedad en base seca; a, la actividad acuosa; X, es el

contenido de humedad de la monocapa; ¢, k, Ao, Bo, Ax, Bu, Ay By son los parametros de
ajuste correspondientes a cada modelo (Iglesias y Chirife, 1995) .

Los pardmetros de las ecuaciones fueron calculados mediante regresion no lineal usando el
paquete estadistico OriginPro 8 (Origin Lab Inc. EE.UU.) El nivel de ajuste de cada
modelo a los datos experimentales fue evaluado mediante el valor del R? ajustado, el error

cuadratico medio (Rwse) y la distribucion de residuos.

11. Anélisis estadistico

A lo largo de este trabajo de tesis el analisis estadistico se llevd a cabo mediante el
software SYSTAT Inc. (Evanston, EE.UU.). Se realizaron analisis de varianza (ANAVA)
y test de comparacion de medias (Test de Tukey, Test de Fisher LSD), con un nivel de
confianza del 95% (0=0.05).

Resultados y discusion

1. Contenido de materia seca, concentracion de polifenoles totales y actividad
antioxidante

Los extractos de yerba mate mostraron un aumento significativo en el contenido de materia
seca y de polifenoles totales, proporcional a la cantidad de materia prima empleada en la
preparacion (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Contenido de materia seca y concentracion de polifenoles totales del
extracto de yerba mate

Cantidad de yerba mate empleada Contenido de Concentracion de
en la preparacion materia seca polifenoles totales
(9/100 mL de agua) (9/100 mL de extracto) (mg AC/mL de extracto)
3 1.5+0.72 2.3+0.2°
5 3.3£05" 56 +0.8"
10 3.8+0.8° 105+ 1.2°

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0.05).
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Por otro lado, se encontrd una correlacion lineal entre el contenido de polifenoles totales y
su actividad inhibitoria frente al radical DPPH, a concentraciones de polifenoles menores
de 0.2 mg AC/mL de extracto (Fig. 2.4). Por encima de este valor se alcanz6 una meseta en
la que la actividad antiradicalaria resulté independiente de la concentracién de compuestos

fenolicos obteniéndose %l de alrededor del 90%.

100+

801

60 -

401

Y=387.7X + 1.6
R2,; =0.987

Acttividad inhibitoria frente al DPPH (%)

000 003 006 009 012 015 018 021 024

Concentracion de polifenoles (mg AC/mL)

Figura 2.4. Actividad inhibitoria frente al radical DPPH del extracto acuoso de yerba mate
en funcion de su concentracién de polifenoles totales.

A partir de la Fig. 2.4 se extrapol6 la concentracién de polifenoles necesaria para reducir
en un 50% la cantidad inicial del radical DPPHe, conocida como concentracion eficiente,
ECso (Brand-Williams y col., 1995). Este parametro es utilizado cominmente para la
comparacion de distintos antioxidantes. Cuanto menor es su valor, mayor es la capacidad
antioxidante de la sustancia bajo estudio. El extracto acuoso de yerba mate mostré un valor
de ECso de alrededor de 0.12 mg de AC/mL caracteristico de una elevada actividad
antioxidante. Valores de ECsy de 0.11, 0.07 y 0.04 mg/mL han sido informados para
soluciones estandares de acido clorogénico, acido ascérbico y BHT, respectivamente
(Xiang y Ning, 2008).
Con respecto a la actividad reductora de iones férricos del extracto de yerba mate, ésta se
incrementd en forma lineal para concentraciones de polifenoles totales entre 0.02 y 0.14
mg AC/mL (Fig. 2.5).
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Figura 2.5. Actividad reductora de iones férricos del extracto de yerba mate en funcion de
su concentracion de polifenoles totales.

La efectividad de los extractos de yerba mate como antioxidantes ha sido atribuida
principalmente a su alto contenido de &cido clorogénico y sus derivados, acido cafeico y
rutina (Filip, y col., 2000; Heck, y col., 2007; Jaiswal, y col., 2010). Segin Marques y
Farah (2009) y Brewer (2011) estos compuestos pueden actuar mediante dos mecanismos
principales: i) quelando iones metalicos, o, ii) cediendo un radical hidrogeno de un grupo
hidroxilo aromético a un radical libre, dada la posibilidad de deslocalizacion de cargas en
el sistema de dobles enlaces del anillo aromético.

2. Perfil cuali-cuantitativo del extracto de yerba mate obtenido por HPLC

La Fig. 2.6 muestra el cromatograma del extracto acuoso de yerba mate. Se obtuvieron
picos a distintos tiempos de retencion (t;) correspondientes al &cido clorogénico (t; = 12
min), acido cafeico (t. = 15 min), rutina (t. = 37 min) y cafeina (t, = 25 min). Ademas se
detectaron otros compuestos (picos 1, 2, 6 y 8) cuyos espectros DAD mostraron alta
coincidencia con el del &cido clorogenico. Estos fueron considerados como "compuestos
relacionados con el acido clorogénico™ y su concentracion fue calculada como la suma de

las areas de los picos 1, 2, 6 y 8 y expresada como mg equivalentes de acido clorogénico.
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Figura 2.6. Cromatograma HPLC del extracto acuoso de yerba mate (A=270 nm). Pico 3:
acido clorogeénico; 4: acido cafeico; 5: cafeina y 7: rutina. Picos 1, 2, 6 y 8 compuestos no
identificados. Los recuadros muestran los espectros DAD del acido clorogénico (linea roja)
y los compuestos no identificados (linea azul).

En la Tabla 2.2 se muestran las concentraciones de compuestos fendlicos y de cafeina
presentes en el extracto acuoso de yerba mate. Resultados similares fueron obtenidos por
Anesini y col. (2012) empleando un extracto acuoso de yerba mate comercial (acido

clorogénico: 20.7 mg/g; acido cafeico: 0.33 mg/g; rutina: 12.8 mg/g y cafeina: 13.5 mg/qg).

Tabla 2.2. Concentraciones de compuestos fenolicos y cafeina presentes en el
extracto acuoso de yerba mate

Polifenoles? b Derivados del Ac. . . b
totales AC ACP cafeico?  utina Cafeina
105.2 21.2 65.2 0.41 8.3 17.4

2 expresado como mg de AC/g de yerba mate; "mg de compuesto/ g yerba mate
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3. ldentificacion de los principales grupos funcionales presentes en el extracto de
yerba mate mediante FTIR

El espectro IR del extracto de yerba mate se muestra en la Fig. 2.7. Considerando que cada
banda corresponde a un movimiento de vibracion de un enlace determinado de una
molécula, el conjunto de sefales presentadas en el espectro constituye la “huella dactilar”
de este extracto. Se observé una banda ancha alrededor de 3380 cm™ asignada al
estiramiento de los grupos —OH. Las sefiales detectadas a 1630 y 1520 cm™ fueron

atribuidas a la vibracion del anillo aromatico (-C=C-) de compuestos fenolicos.

Transmitancia (%)

v (O-1)

L) l L) L) L) L) L) T
4000 3500

T T T T T 1
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (¢cm™)

Figura 2.7. Espectro de infrarrojo del extracto seco de yerba mate.
Las bandas localizadas a 1690 y 1270 cm™ corresponden al estiramiento de los grupos

C=0. Sefiales similares fueron detectadas por Liang y col. (2011) y Mot y col. (2011) en
los espectros IR de extractos de té verde y propdleos, respectivamente.
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4. Patron de difraccion de rayos X y temperatura de transicion vitrea del extracto
seco de yerba mate

La Fig. 2.8 muestra el patron de difraccion de rayos X obtenido para el extracto seco de
yerba mate. Se observaron picos no definidos con ruido abundante caracteristicos de
estructuras amorfas. Resultados similares fueron encontrados por Gallo y col. (2013) y
Fernandes y col. (2013) trabajando con extractos obtenidos mediante secado por

atomizacion de Hamamelis virginiana y Schinopsis brasiliensis Engl, respectivamente.

Intensidad relativa (%0)

10 20 30 40 50 60
26 ()

Figura 2.8. Patron de difraccion de rayos X del extracto seco de yerba mate.

Los termogramas obtenidos mediante DSC de los extractos secos de yerba mate se
muestran en la Fig. 2.9. Se observo una temperatura de transicion vitrea alrededor de los
45°C, por lo que estos extractos se encuentran en estado vitreo a temperatura ambiente
(20°C), con una movilidad molecular reducida. De acuerdo a Bhandari y Howes (1999), en
dicho estado los materiales mantienen sus propiedades fisicoquimicas y disminuye la
ocurrencia de reacciones de deterioro. Sin embargo, el estado vitreo es considerado meta-

estable y puede ser alterado por efecto del contenido de humedad y la temperatura.
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Figura 2.9. Temperatura de transicion vitrea (Tg) del extracto seco de yerba mate.

En productos altamente higroscopicos, a medida que el material adsorbe humedad del
ambiente, la Tg disminuye incrementado a su vez su movilidad molecular y favoreciendo
las reacciones de degradacion. Este comportamiento ha sido observado para diferentes
extractos de plantas obtenidos por secado por atomizacion o liofilizacion (Fang y
Bhandari, 2011).

5. Isotermas de adsorcion del extracto seco de yerba mate

Las isotermas de sorcion de vapor de agua constituyen una herramienta Gtil para evaluar la
estabilidad de productos frente a diferentes condiciones de humedad relativa y temperatura.
En la Fig. 2.10 se muestra las isotermas de adsorcion del extracto seco de yerba mate.
Estos productos mostraron baja adsorcion de vapor de agua a humedades relativas (HR)
menores a 70%. A valores superiores de HR, el extracto seco mostré una elevada ganancia
de agua alcanzando contenidos de humedad en base seca de alrededor del 58%. Este
comportamiento puede ser atribuido al alto contenido de grupos hidroxilos de las
moléculas presentes en el extracto (principalmente de acidos fendlicos y flavonoides),
como fue detectado mediante FTIR (Fig. 2.7).
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Figura 2.10. Isoterma de adsorcion del extracto seco de yerba mate.

El mecanismo de adsorcion de agua sobre biomateriales ha sido ampliamente estudiado por
varios autores encontrando que éste se encuentra directamente relacionado con la habilidad
del material de formar puentes de hidrogeno. Tonon y col. (2009) y Comunian y col.
(2011) encontraron que en extractos naturales en polvo la capacidad de adsorber agua del
ambiente se incrementa al aumentar la presencia de regiones amorfas.

Brunauer y col. (1940) agruparon los comportamientos tipicos de isotermas de sorcion de
distintos materiales en cinco categorias (Fig. 2.11). Las isotermas mas comunes en
alimentos son las tipo 2 y 4 (Mathlouthi y Rogé, 2003).

H,0 % | H,0 % , HO%

0 1

Figura 2.11. Clasificacion del comportamiento de isotermas de sorcion, segun Brunauer y
col. (1940).
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El extracto seco mostrd una isoterma de adsorcién tipo 2 (sigmoidea), caracteristica de
materiales con baja adsorcién de agua a bajas actividades acuosas, que luego incrementan
su contenido de humedad, mostrando una tendencia asinttica a medida que aumenta la
actividad acuosa. Un comportamiento similar fue observado por Sinija y Mishra (2008) y
Argyropoulos y col. (2012) para polvos solubles de té verde y hojas secas de limon,
respectivamente. Este Gltimo grupo de autores empled un analizador de sorcién dinamico
(DVS, en inglés “Dynamic Vapor Sorption”) similar al usado en este estudio.

En la Tabla 2.3 se muestran los parametros de los modelos matematicos obtenidos para las
isotermas de adsorcion del extracto seco de yerba mate. Todas las ecuaciones empleadas
mostraron un ajuste satisfactorio a los datos experimentales, presentando valores de Rzadj
>0.9 y de Ryuse de alrededor de 0.04.

Tabla 2.3. Pardametros de los modelos matematicos ajustados para la isoterma de sorcién
del extracto seco de yerba mate

Modelo de GAB
Xm c k R Rwmse
0.044 10.421 0.991 0.963 0.040
Modelo de Oswin
Ao Bo R%q Rwise
0.062 0.848 0.972 0.035
Modelo de Halsey
Ay Bu R Rwmse
0.044 0.890 0.949 0.047
Modelo de Iglesias y Chirife
A B R%uj Rwmse
0.018 0.041 0.964 0.040

Xm, contenido de humedad de la monocapa; ¢, k , Ao, Bo, An, Bu, Ay By son los parametros
de ajuste correspondientes a cada modelo.

A partir del modelo de GAB, se obtuvieron contenidos de humedad en la monocapa (Xm)
de alrededor de 0.044 kg de agua/kg de materia seca. El valor de x,, indica la cantidad de
agua fuertemente adsorbida sobre una region especifica del material y constituye un
parametro importante para evaluar su estabilidad (Pérez-Alonso y col., 2006). En alimentos
comunmente se informan valores de x, entre 0.03 y 0.2 kg de agua/kg de materia seca (Fu
y Labuza, 1993; Vega-Galvez y col., 2007). De acuerdo a Fu y Labuza (1993), los
alimentos con valores de X, menores a 0.1, como es el caso del extracto de yerba mate,

pueden ser considerados estables.
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PARTE IlI. POLVOS ANTIOXIDANTES OBTENIDOS POR CO-
CRISTALIZACION DE EXTRACTO DE YERBA MATE EN
MATRICES DE SACAROSA Y GLUCOSA-SACAROSA

Los objetivos de esta seccion fueron: i) evaluar el efecto del proceso de co-cristalizacion
sobre el contenido de compuestos fendlicos del extracto de yerba mate y su actividad
antioxidante; ii) caracterizar los polvos con extracto de yerba mate obtenidos mediante co-
cristalizacion; iii) analizar la estabilidad de los productos encapsulados durante el
almacenamiento; iv) incorporar los extractos de yerba mate encapsulados a formulaciones

de bebidas en polvo.

Materiales y métodos

1. Preparacion de los polvos con extracto de yerba mate mediante co-cristalizacion
Para la preparacion de los productos se emplearon los extractos acuosos de yerba mate
descriptos en la seccion anterior. Como agentes encapsulantes se utilizaron sacarosa
comercial (Ledesma, Argentina) y mezclas de ésta con glucosa anhidra (Anedra, Argentina)
(Fig. 2.12)

H OH
HO o HO
HOHo ; He HO
on] M° OHOH
0 o OH o
OH
HO
Sacarosa Glucosa

Figura 2.12. Representacion de la estructura de moléculas de sacarosa y glucosa.

Las etapas del proceso de obtenciéon de los polvos con antioxidantes de yerba mate se

muestran en la Fig. 2.13.
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Figura 2.13. Proceso de obtencion de antioxidantes de yerba mate encapsulados mediante
co-cristalizacion en matrices de sacarosa.

Se prepararon distintas formulaciones (Tabla 2.4) tomando como referencia las

concentraciones de ingredientes empleadas por otros autores (Beristain y col., 1996;

Bhandari y Hartel, 2002)
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Tabla 2.4. Formulaciones usadas para obtencidn de los polvos con antioxidantes de yerba
mate mediante co-cristalizacion

Ingrediente Control F1 F2 F3 F4
Sacarosa (Q) 100 100 100 100 100
Glucosa (g) - - 10 15 20
Extracto acuoso de yerba mate (mL) - 20 20 20 20
Agua destilada (mL) 20 - - - -

Las mezclas fueron calentadas a dos temperaturas distintas (80°C y 132°C), usando una
placa calefactora (IKA RH1, Alemania). Esta etapa se realiz6 bajo agitacion constante a
500 rpm, empleando un agitador vertical con paleta tipo ancla (IKA Labortechnik, Staufen,
Alemania). Ademas, se monitore6 la temperatura de la mezcla empleando una sonda
(Testo, Argentina) y la concentracion de solidos solubles usando un refractometro digital
(Hanna Instruments, EE.UU.). Una vez alcanzada la temperatura final, las mezclas se
mantuvieron a las mismas condiciones hasta alcanzar la sobresaturacion. Luego se
retiraron de la placa calefactora y se enfriaron a temperatura ambiente bajo agitacién a 700
rpm. Los productos obtenidos se sometieron a secado a 40°C en una estufa de conveccion
forzada (SanJor, Argentina) hasta peso constante y luego fueron molidos con un mortero
de porcelana. Finalmente, los polvos se colocaron en bolsas plasticas y se almacenaron en
desecadores con silica gel hasta su analisis.

Para analizar el efecto del tamafio de particula sobre la fluidez, el tiempo de disolucion en
agua, la higroscopicidad y la estabilidad quimica durante el almacenamiento, los polvos se
separaron en dos fracciones: particulas de 1 a 2 mm de diametro y particulas de 0.5 a 1 mm

de didmetro.

2. Efecto del proceso de co-cristalizacion sobre los agentes encapsulantes

Para evaluar si durante el proceso de calentamiento ocurren cambios en la concentracion
de los agentes encapsulantes, se determind la concentracion de sacarosa y glucosa en
productos aglomerados sin compuesto activo y los resultados se compararon con la
cantidad inicial de cada material adicionada a las mezclas precursoras. La concentracion de
glucosa fue analizada mediante un kit enzimatico secuencial de glucosa-oxidasa y
peroxidasa. Este método se fundamenta en la oxidacién de la glucosa en presencia de

glucosa-oxidasa (GOD). En esta reaccion se forman peroxidos, los cuales reaccionan con
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4-aminofenazona (4-AF) en presencia de peroxidasa (POD) produciendo compuestos
coloreados (Fig. 2.14).

GOD
glucosa + O, + H,O ——— 4cido glucénico + H,0,

POD
2H,0, + 4-AF + fenol ——> quinona coloreada + 4H,0

Figura. 2.14. Fundamento del método enzimatico secuencial GOD-POD para la
determinacion de glucosa.

Se disolvié una cantidad conocida de muestra en un volumen de agua destilada. Se
tomaron alicuotas de 20 uL de solucion y se llevaron a tubos de ensayo conteniendo 2 mL
de la mezcla de reaccion (Wiener Lab., Argentina). Estos se incubaron en un bafio de agua
a 37°C durante 10 min. Luego se procedié a la medida de absorbancia a 505 nm
empleando un espectrofotémetro. La calibracion del método se realizé utilizando glucosa
anhidra (Anedra, Argentina) como estandar.

Para la determinacion del contenido de sacarosa, las muestras fueron hidrolizadas a
glucosa y fructosa, empleando B-fructosidasa (Megazyme, Irlanda). Luego se determind la

concentracion de glucosa como se describi6 anteriormente.

3. Efecto del proceso de co-cristalizacion sobre los compuestos activos

3.1. Capacidad de carga y eficiencia de encapsulacién

La capacidad de carga de compuestos activos (L.) se determind disolviendo 1 g de polvo
con extracto de yerba mate en 10 mL de agua destilada. A esta mezcla se le determind el
contenido de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y col.,

1999). Los resultados fueron expresados como mg de acido clorogénico (AC)/ g polvo.
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La eficiencia de encapsulacion se calculd con la siguiente ecuacion:

9%EE =[LC}X100 Ec.2.6
Lo

donde L, corresponde a la masa de polifenoles totales presente en el extracto de yerba mate

empleado en la formulacion de los polvos.

3.2. Actividad antioxidante de los extractos de yerba mate encapsulados

Se disolvio 1 g de polvo con extracto de yerba mate en 10 mL de agua destilada. Una
alicuota de 100 pL se mezcld con 3.9 mL de soluciéon etandlica (25 mg /L) de DPPHe
(Sigma-Aldrich, EE.UU.). Luego de un tiempo de reaccion de 30 min se midié la
absorbancia en un espectrofotémetro a 517 nm. La actividad antioxidante fue expresada
como el porcentaje de inhibicién (% I) del radical DPPH (Brand-Williams y col., 1995).

4. Contenido de humedad y actividad acuosa

El contenido de humedad (%) fue determinado por el método gravimétrico, secando en
estufa de vacio a 70°C hasta peso constante (AOAC, 1998). La medicién de actividad
acuosa se realizé a 25°C en un equipo Aqualab Serie 3 TE (Decagon, Inc. EE.UU.)
(AOAC, 1998).

5. Calorimetria diferencial de barrido

El estudio de la estabilidad térmica de los extractos de yerba mate encapsulados se realizé
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC Q100, TA Instruments, EE.UU.). Las
muestras (3-5 mg) se colocaron en capsulas de aluminio y se cerraron herméticamente.

Estas se calentaron a una velocidad de 10°C/min, entre 50 y 220°C.

6. Microscopia electronica de barrido

El analisis morfolégico de los polvos con extracto de yerba mate se realiz6 mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), empleando un equipo FEI-Quanta 200
(Holanda). Las muestras se adhirieron con una cinta de doble faz sobre los porta-muestras
cilindricos, se metalizaron con una capa de oro y se examinaron empleando un voltaje de

aceleracion de 20 kV.
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7. Andlisis de color

El color de los materiales en polvo fue medido en el espacio CIELab (L", a" and b")
empleando un colorimetro tri-estimulo Minolta (Konica-Minolta CR-400, Japdn). En esta
escala L" corresponde a la luminosidad, tomando valores entre 0 (negro) y 100 (blanco), el
pardmetro a* representa las tonalidades que van desde el verde (valores negativos) al rojo
(valores positivos) y el parametro b* corresponde a los tonos que van desde el azul
(valores negativos) hasta el amarillo (valores positivos). Los parametros croma y angulo

Hue fueron calculados mediante las ecuaciones 2.7 y 2.8, respectivamente.

Croma=[a2+b™]" Ec. 2.7

Angulo Hue = tan™(b"/a") Ec. 2.8

8. Tiempo de disolucion en agua

Se midio el tiempo que tarda en disolverse 1 g de extracto de yerba mate encapsulado en
10 mL de agua destilada a 25°C, bajo agitacion constante (agitador magnético IKA RH1,
Alemania). Se tomaron alicuotas de la mezcla a diferentes tiempos y se determin6 la masa

de sacarosa disuelta en la solucion usando un refractometro digital.

9. Propiedades de flujo
La fluidez de los polvos fue evaluada de acuerdo a lo sugerido por la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP 30-NF 25, 2007):

9.1. Angulo de reposo dinamico

Se empled una cdmara cilindrica rotativa (Banco para el estudio del manejo de solidos,
Armfield, Reino Unido). Esta camara se inclina gradualmente hasta que el polvo se desliza
y se registra el &ngulo formado entre la horizontal y la superficie libre del material (Fig.
2.15).
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Figura 2.15. Camara cilindrica rotativa para medicién de angulo de reposo dinamico del
banco para el estudio del manejo de sélidos.

En los ensayos se coloc6 la muestra en el embudo y se transfirié a la camara de angulo de
reposo hasta completar la mitad de su capacidad, nivelandose la superficie. Luego se roto6
el dispositivo hasta que las particulas comenzaron a deslizarse, momento en el cual se
registrd la lectura. Finalmente, se rot6 la camara en la direccion opuesta hasta que las
particulas comenzaron a deslizarse en el sentido contrario y se registrd6 una segunda
lectura. El promedio de las dos lecturas representa el angulo de reposo del sélido. Los

ensayos se realizaron por quintuplicado.

9.2. Indices de Hausner y Carr

Los indices de Hausner (IH) y de Carr (IC) fueron calculados empleando las siguientes

ecuaciones:
H2C Ec. 2.9
Pa
Ic(%) = ¢~ P2 100 Ec. 2.10
Pc

donde p. corresponde a la densidad compactada y p, a la densidad aparente. Ambos
parametros fueron determinados dejando caer libremente una masa conocida de producto
dentro de una probeta graduada. El valor de p, se calculé como el cociente entre la masa de
producto y el volumen ocupado por el mismo en la probeta.
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El calculo de p. se realiz6 como el cociente de la masa de polvo y el volumen ocupado por
el producto después de golpear la probeta contra una superficie plana hasta alcanzar un

volumen constante.

10. Identificacion de principales grupos funcionales mediante FTIR

Las muestras fueron mezcladas con bromuro de potasio y molidas cuidadosamente con
mortero de 4gata. Los espectros fueron tomados en el modo de transmision entre 4000 y
400 cm™, adquiriendo 64 escaneos en promedio con resolucién de 4 cm™. El anélisis

espectral se realiz6 empleando el software Omnic version 8.1.

11. Isotermas de adsorcion

Se empled el método de isoterma con punto de rocio dinamico. Las muestras (1-2 g) se
analizaron en un analizador de sorcion de vapor VSA 1020 operando a 20°C. Se evalu6 el
ajuste de las isotermas de adsorcién de los polvos a los modelos de GAB, Iglesias y

Chirife, Halsey, y Oswin (Iglesias y Chirife, 1995).

12. Estabilidad del extracto de yerba mate encapsulado durante el almacenamiento

Se introdujeron cajas de Petri conteniendo 2 g de polvo con extracto de yerba mate en
frascos de vidrio herméticos, previamente acondicionados con soluciones sobresaturadas
de cloruro de sodio a una humedad relativa (HR) del 75% (Fennema y Tannenbaum,

1996). Los recipientes fueron llevados a una camara de temperatura controlada a 20°C.

12.1. Cinética de ganancia de agua e higroscopicidad

Se determiné la masa de los productos a diferentes tiempos hasta que alcanzaron un peso
constante. El contenido de humedad en base seca se calculé6 mediante la siguiente ecuacion
(Jaya y Das, 2004):

b+H
a—H

W (%) :[ jxlOO Ec.2.11

donde b (g) es el aumento de masa del polvo, a (g) es la masa inicial de la muestra'y H es
la humedad inicial de la muestra.
La higroscopicidad (HG%) fue expresada como la masa de agua adsorbida en el equilibrio
por cada 100 gramos de muestra seca (Newman y col., 2008).
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12.2. Estabilidad quimica del extracto de yerba mate encapsulado

Se tomaron muestras de polvo con extracto de yerba mate a diferentes tiempos y se les
determind el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante frente al radical
DPPH, como se describidé anteriormente. Ademas, se la concentracion de compuestos
fendlicos y de cafeina presente en los productos, antes y después del almacenamiento,
mediante HPLC.

12.3. Cristalinidad y andlisis morfoldgico
Se tomaron muestras de los polvos al final del almacenamiento y se les analizo el patron de

difraccion de rayos X y la morfologia mediante microscopia SEM.

13. Aplicacion de los polvos con antioxidantes de yerba mate en la formulacion de una
bebida refrescante

Se prepard una bebida conteniendo polvo con extracto de yerba mate, agua, esencia de
limon (Saporiti, Argentina) y acido citrico (Parafarm, Argentina) (Tabla 2.5). Este Gltimo
es considerado GRAS por la FDA y es empleado comUnmente en la industria alimentaria
como acidulante, conservante, quelante, inhibidor de pardeamiento enzimatico, entre otros.
Ademas tiene la ventaja de ser altamente soluble en agua, abundante y de bajo costo
(Roehr y col., 2008). Como férmula control, se prepar6 una mezcla empleando sacarosa
comercial, en lugar de polvo con extracto. La relacién optima de azlcar y acido citrico
empleada en las formulaciones fue seleccionada en ensayos preliminares y considerando
las concentraciones de estos ingredientes empleadas por otros autores (McBride y Johnson,
1987). Los ingredientes en polvo fueron pesados y homogenizados y luego la mezcla fue

disuelta en agua potable fria.

Tabla 2.5. Formulaciones de bebidas refrescantes con y sin extracto antioxidante de

yerba mate en polvo.

Sacarosa  Polvo con antioxidantes  ; . Y s ]
Acido citrico Esencia de

Formulacion comercial de yerba mate o
(/L) (/L) (g9/L) limon (g/L)
Control 100 - 5 0.2
Con antioxidantes - 100 5 0.2
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La prueba de aceptabilidad sensorial de las bebidas fue realizada por un panel de 40 jueces
no entrenados. La cantidad de evaluadores necesaria para el ensayo fue seleccionada
teniendo en cuenta lo recomendado por Hough y col. (2006). Las muestras fueron servidas
en vasos de poliestireno y fueron presentadas a los evaluadores en orden aleatorio
codificadas con nimeros de 3 digitos. Se proporcion6 agua potable para el enjuague de la
boca entre muestras. Se evaluaron los atributos de aceptabilidad global, color, sabor y
dulzor mediante una escala hedonica de 1 a 9 puntos (1 = “me disgusta mucho”; 5= ni me
gusta, ni me disgusta; 9 =“me gusta mucho”) (Fig. 2.16).

La comparacion entre los niveles de aceptabilidad de las muestras fue realizada empleando
un test de Student para ensayos de dos colas. Los valores de t-Student experimental (texp)
fueron calculados con la siguiente ecuacion:

_
o® Sd /x/W

donde d es la diferencia promedio, Sy es la desviacion estandar de las diferencias y N el

t Ec. 2.12

nimero de evaluadores. Los valores de d y Sy fueron calculados con las siguientes

ecuaciones:

d :ZNdi Ec. 2.13

2
Sy = z(,ji__ld) Ec. 2.14

donde d; corresponde a la diferencia ente las muestras evaluadas por cada consumidor.
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PRUEBA DE ACEPTABILIDAD DE BEBIDA TIPO LIMONADA
NOMDBIE: ottt Consumidor No............
Por favor evalte la aceptabilidad de cada atributo marcando con una cruz (X) el cuadrado que

mejor represente su opinién. Analice primero la muestra que se le presenta al lado izquierdo y
luego la de su lado derecho.

Muestra No. )
Me disgusta Me es Me gusta

mucho indiferente Mucho
Aceptabilidad general ] ] ] ] ] L] L] ] ]
Color O O O 0O ] O O 0O O
Sabor L] ] ] ] ] ] ] ] ]
Dulzor O O 0O 00 0 0 0O d
Muestra No. Me disgusta Me es Me gusta

mucho indiferente Mucho
Aceptabilidad general O 0O 0O oo 0o 0o 0O d
Color L] ] ] ] ] ] ] ] ]
Sabor O O 0o o 0o 0o 0o o d
Dulzor O O 0O 00 0 0 0O d
Obsetvaciones:

Figura 2.16. Planilla utilizada en la prueba de aceptabilidad por atributos de las bebidas
refrescantes.
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Resultados y discusion

1. Optimizacion de las variables del proceso de co-cristalizacion

Se analizo la influencia de la temperatura sobre la velocidad de calentamiento de las
mezclas precursoras (Control, F1, F2, F3 y F4). Todas las formulaciones mostraron
velocidades de calentamiento de 2-4°C/min a la temperatura de 80°C y de 4-6°C/min a la
temperatura 132°C. Lo anterior indica que la presencia de extracto de yerba mate y glucosa
no tuvo efectos significativos sobre este parametro de proceso.

En la Fig. 2.17 se muestran los limites de solubilidad y de la zona metaestable encontrados
en literatura, para mezclas de sacarosa y agua (Hartel y Shastry, 1991). Varios autores han
informado que el cociente de sobresaturacién constituye un factor determinante para
establecer las condiciones en las que la cristalizacion de la sacarosa ocurre
espontaneamente y también los posibles mecanismos de nucleacion (Beristain y col., 1996;
Hartel y col., 2011).

90
Zona
< 1abil
&
‘37 —~ 80 - Limite
Pt ~§ metaestable
7] -5 =
)
< =
0 i
)
o Bf)
2=
E 2 Zona
= ?1)70 . Zona insaturada
o~ metaestable
=
=]
@) ]
Limite de
solubilidad
' K IR TN 1NTE T TR O I LN 71 M i i S

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 2.17. Limites de solubilidad y de la zona metaestable de mezclas de sacarosa y
agua. Fuente: Hartel y Shastry (1991).
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Los cocientes de sobresaturacion (S) de las mezclas, alcanzados a las distintas

temperaturas, fueron calculados mediante la siguiente ecuacion:

s_C Ec. 2.15
C

o]

donde C es la concentracion de sacarosa en la solucion y C, es la concentracion de
saturacion a la misma temperatura. Valores de S>1 son caracteristicos de soluciones
sobresaturadas y valores de S=1 corresponden a la concentracion de saturacion. Los
valores de C fueron determinados empleando un refractémetro digital. La solubilidad de la
sacarosa a cada temperatura final (80 y 132°C) se calcul6 mediante la ecuacion 2.16
(Hartel y col., 2011).

S =64.397 + 0.0725 T + 0.0020569 T> — 9.035 * 10 ° T° Ec.2.16
donde T es la temperatura (°C) y S es la solubilidad de la sacarosa (g/100g).

El tiempo requerido para alcanzar la temperatura de 80°C fue de 15 min, siendo necesario
mantener la mezcla alrededor de 7 min a la misma temperatura, hasta que se alcanzo el
nivel de sobresaturacion necesario (S=1.1) para la formacién de producto co-cristalizado.
En estos ensayos, se observo que la sacarosa no se disolvié totalmente a lo largo del
proceso quedando cristales remanentes que probablemente actuaron como semilla para la
nucleacion desde la solucién sobresaturada.

De acuerdo a Beristain y col. (1996), valores de sobresaturacion para mezclas de sacarosa
y agua entre 1.0-1.25, correspondientes a la zona metaestable, no se consideran lo
suficientemente altos para producir una cristalizacién espontanea. Por lo que puede
producirse el crecimiento de cristales existentes, pero no la formacion de nuevos nucleos.
Sin embargo, los limites de esta regién varian en funcion de la temperatura, la agitacién y
la pureza de los materiales. Segun Hartel y Shastry (1991), el valor critico de
sobresaturacion de la sacarosa puede disminuir considerablemente bajo agitacion.

En la condicién de 132°C, el tiempo requerido para alcanzar la temperatura final fue de 14
min. En este caso, fue posible la obtencion de aglomerados mediante cristalizacién
espontanea, en unos pocos minutos. Este comportamiento fue atribuido a que a dicha

temperatura se alcanzan valores de S>1.25, correspondientes a la zona labil, produciéndose
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la formacion de nucleos cristalinos espontaneamente y sin ningun control (Beristain y col.,
1996; Hartel y Shastry, 1991). En ensayos complementarios realizados a temperatura de
66°C, no fue posible la obtencion de productos co-cristalizados, probablemente debido al
bajo nivel de sobresaturacion alcanzado por la mezclas bajo estas condiciones.

Por otro lado, a la condicion de temperatura de 80°C los aglomerados se formaron con
altos niveles de humedad remanente. Siendo mayor este efecto en las formulaciones
adicionadas de glucosa. De acuerdo a Bhandari y Hartel (2002), este comportamiento es
atribuido a la disminucion de la velocidad de cristalizacion de la sacarosa en presencia de
glucosa y/o fructosa. Los productos obtenidos con la formulacion F1 requirieron un tiempo
de secado de 4 h a 40°C para alcanzar valores de contenido de humedad de alrededor de
0.04 +0.01% y de a,=0.4+0.02. A fin de alcanzar valores similares, el secado de los
productos obtenidos con las formulaciones adicionadas de glucosa (F2, F3 y F4), debié ser
realizado en varias etapas: 1) secado a 40°C por 48 h; 2) molido y 3) secado a 40°C por 4
h. En estos productos se observd la formacién de costra superficial impidiendo la
migracion de agua desde el interior.

A la temperatura de 132°C se obtuvieron productos con valores menores de 0.4% de
humedad y 0.5 de a,, con tiempos de secado menores a 1 h. De acuerdo con Fennema y
Tannenbaum (1996) y Fu y Labuza (1993) en productos con a,, por debajo de 0.6 no ocurre
proliferacion bacteriana, por lo que éstos pueden ser considerados muy estables en este
sentido. En ningun caso, se produjo degradacion de los azUcares obteniéndose porcentajes
de recuperacion de alrededor del 98%.

La incorporacion de glucosa no produjo ventajas respecto del uso de sacarosa en forma
individual; por esta razon los ensayos posteriores se realizaron empleando la formulacién
F1, a una temperatura final de proceso de 132°C. Los productos obtenidos a partir de los
extractos preparados con 3, 5y 10 g yerba mate/100 mL, seran referidos como CY3, CY5

y CY10, respectivamente.
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2. Eficiencia de encapsulacion, contenido de polifenoles totales y actividad
antioxidante

Se obtuvieron eficiencias de encapsulacion de alrededor del 85% en todos los casos.
Deladino y col. (2007), trabajando con extracto de yerba mate liofilizado, obtuvieron
rendimientos del 72%. En este caso, el empleo del extracto liquido en lugar de la adicion
de polvo liofilizado, disminuy6 el numero de etapas del proceso y mejoro el rendimiento
de encapsulacion.

La cantidad de polifenoles encapsulada aumento significativamente a mayor contenido de
estos compuestos en el extracto (p<0.05). Se obtuvieron valores de alrededor de 0.5, 1.2 y
1.8 mg AC/g de producto para las muestras CY3, CY5 y CY10, respectivamente. Este
comportamiento constituye una ventaja para controlar la dosis de antioxidante requerida en
una formulacion especifica. Una tendencia similar fue observada para la actividad
inhibitoria frente al radical DPPH, la cual se incrementd significativamente a mayor

contenido de polifenoles encapsulados (p<0.05) (Fig. 2.18).
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Figura 2.18. Comportamiento de la actividad antioxidante de los productos co-cristalizados
en relacion a su contenido de polifenoles totales.
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Para evaluar el efecto del proceso de co-cristalizacion sobre la capacidad antioxidante del
compuesto activo, se compararon los %l frente al DPPH de los extractos encapsulados con
la actividad correspondiente a la misma cantidad de extracto liquido (sin co-cristalizar).
Las concentraciones de polifenoles totales presentes en los co-cristalizados fueron usadas
para extrapolar la actividad antioxidante esperada para el extracto sin co-cristalizar a partir
de la Fig. 2.4. Los extractos de yerba mate encapsulados mostraron valores de %I similares
a los esperados para la misma concentracion de polifenoles en el extracto liquido. Esto
indica que el proceso de co-cristalizacion no afectd significativamente la actividad
antioxidante del extracto, conservandolo en forma efectiva.

De acuerdo a Brewer (2011), la actividad antioxidante de los compuestos puede
incrementar, disminuir o0 mantenerse, por efecto de las condiciones de procesamiento (pH,
temperatura, humedad). En este sentido, la estabilidad de los compuestos antioxidantes de
la yerba mate frente al proceso de co-cristalizacion constituye una ventaja importante para
el uso de este extracto en formulaciones de alimentos.

Un pardmetro empleado comunmente para evaluar la uniformidad en el contenido de
compuesto activo es la desviacion estandar relativa (%DER). Este pardmetro se calcula
como el cociente entre la desviacion estdndar y el promedio de las mediciones (Hill y col.,
2009). Segun la Farmacopea de Estados Unidos (USP 30-NF 25, 2007), un valor de %DER
menor o igual al 6% es considerado aceptable para formas farmacéuticas solidas (ej.
polvos, comprimidos y capsulas). Los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices
de sacarosa mostraron %DER caracteristicos de una distribucion homogénea del extracto
en el producto (%DER: 3.1-4.8). Deladino y col. (2007a), empleando extracto de yerba
mate liofilizado, observaron una alta variacion (%DER 19.5) en la uniformidad del
contenido de los polvos. La incorporacion del extracto liquido a la solucién precursora
constituye una ventaja importante para garantizar la dosis de compuesto activo en

formulaciones alimentarias.

3. Estabilidad térmica de los productos encapsulados

En la Fig. 2.19 se muestran los termogramas DSC obtenidos para el extracto seco de yerba
mate, los aglomerados control y los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de
sacarosa (CY3y CY10). El extracto seco mostro una unica transicion endotérmica cercana
a los 85°C. El pico obtenido fue ancho posiblemente debido al efecto sinérgico de los

compuestos presentes en el extracto que tienen transiciones en este rango de temperatura
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(Anbinder y col., 2011). En el termograma de los aglomerados control se observé un pico
endotérmico alrededor de 192°C tipico de la fusion de la sacarosa (Beckett y col., 2006;
Bhandari y Hartel, 2002).

Extracto YM

CY10

CY3

Control

Flujo de calor (W/g) —>

U

T T T T
50 70 90 110 130 150 170 190 210

Temperatura (°C)

Figura 2.19. Termogramas DSC obtenidos para el extracto seco de yerba mate (YM), los
aglomerados control y los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de sacarosa
(CY3yCY10).

En los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de sacarosa (CY3 y CY10), se
observaron dos endotermas: La primera (Endoterma 1) ubicada alrededor de 150°C vy la
segunda (Endoterma 2) alrededor de 187°C. La Endoterma 1 no fue detectada en los
aglomerados control, por lo que fue atribuida a componentes del extracto. Esta fue
encontrada a mayor temperatura que en el extracto seco, probablemente debido a un
incremento de la estabilidad térmica del producto por efecto de la encapsulacion. Ademas,
en los termogramas de las muestras CY3 y CY10 el pico de fusién de la sacarosa,
detectado en los aglomerados control a 192°C, se ensanchd y se corrid hacia valores
menores de temperatura (Endoterma 2).

En la Tabla 2.6 se muestran las entalpias de fusion (AH) y las temperaturas de pico (Tin Y

T,) de las endotermas observadas en la Fig. 2.19.
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Tabla 2.6. Propiedades térmicas de los polvos con antioxidantes de yerba mate medidas
por calorimetria diferencia de barrido (DSC).

Muestra Endoterma 1 Endoterma 2
Tin (°C) T, (°C) AH (J/g) Tin (°C) T,(°C) AH (J/g)
Control nd” nd nd 190.2+0.1 191.8+0.01 121.9+46

Cy3 1513+03 1552+0.2 825+04 1804+14 1874+03 76.6+3.04
CY10 1539+0.2 1569+0.03 35+06 181.3+0.02 187.8+0.06 86.4+2.01

"no detectada; CY3 y CY10: polvos preparados a partir de extractos con 3y 10 g de yerba
mate/100 mL de agua, respectivamente.

Segln varios autores (Awad y Chen, 1993; Faria y col., 2003), cuando estan presentes
otros compuestos en el proceso de cristalizacion de la sacarosa, éstos pueden quedar
atrapados en el interior de la red cristalina y/o quedar ocluidos entre los aglomerados.
Beckett y col. (2006) y Bhandari y Hartel (2002) informaron que la incorporacion de un
componente en la red cristalina de la sacarosa puede ser evidenciada mediante DSC por un
ensanchamiento de la endoterma correspondiente a la sacarosa y una disminucion de su
entalpia de fusion. Ademas este efecto es mas pronunciado cuanto mayor es la cantidad de
compuesto atrapada. Ambos productos, CY3 y CY10, mostraron una disminucion
significativa en la entalpia de fusion de la sacarosa (Endoterma 2), con respecto de los
aglomerados control (Tabla 2.6). Al comparar los valores de AH obtenidos para CY3 y
CY10, se observo una mayor disminucion para CY3 respecto a CY'10.

En contraste, al analizar los valores de entalpia de fusién atribuida a los compuestos del
extracto (Endoterma 1), se observé un menor valor de AH para CY10 que para CY3. Este
comportamiento fue atribuido a una mayor incorporacion de los compuestos en la red
cristalina de la sacarosa, cuando se empled extracto de menor concentracion (CY3).
Mientras que a mayores concentraciones (CY10), una parte de los compuestos del extracto
pudo haberse incorporada al cristal y otra pudo quedar atrapada entre los aglomerados.

4. Andlisis morfologico y atributos de color

En la Fig. 2.20 se muestran micrografias SEM obtenidas para los aglomerados control y los
extractos de yerba mate co-cristalizados con sacarosa (CY3 y CY10). Se observaron
cristales aglomerados, tipo “cluster”, con cavidades irregulares entre ellos. Sardar y
Singhal (2013) informaron resultados similares para oleorresinas de cardamomo co-

cristalizadas en sacarosa.
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Polvos con extracto de yerba mate al
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Figura 2.20. Micrografias SEM de la muestra control y los extractos de yerba mate co-
cristalizados en matrices de sacarosa.

Por otro lado, se observaron cambios significativos en los atributos de color de los polvos
con extracto de yerba mate, en comparacion con las muestras control (Tabla 2.7).
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Los productos con extracto antioxidante mostraron una disminucion en la luminosidad y un
aumento en el croma, siendo mayor el efecto a mayores concentraciones de extracto

empleadas.

Tabla 2.7. Atributos de color de los aglomerados control y los polvos con
extracto de yerba mate.

Atributos de color

Muestra Angulo Hue (°)
L Croma
Control 644+42 23+06 95.8+1.2
CY3 55.3+53 69%16 99.3+1.6

CY10 55.9+22 11.03+0.8 944+04

CY3y CY10: extractos de yerba mate al 3y 10%
co-cristalizados en sacarosa, respectivamente.

Con respecto al angulo Hue se obtuvieron valores similares para todas las muestras. Las
coordenadas de color obtenidas corresponden al color amarillo-verdoso caracteristico del

extracto de yerba mate.

5. Cinética de disolucién en agua de los polvos con extracto de yerba mate

En la Fig. 2.21 se muestran las cinéticas de disolucion en agua de los aglomerados control
y los polvos con extracto de yerba mate (CY3 y CY10), clasificados en dos tamafios de
particula (0.5-1 mm y de 1-2 mm). Ademas se muestra el perfil de disolucion de la
sacarosa para comparacion.

Las concentraciones de extracto empleadas y el tamafio de particula de los polvos no
afectaron significativamente la solubilidad de estos materiales. Todas las muestras
mostraron perfiles similares a la sacarosa disolviéndose totalmente después de 45s de
ensayo. Este comportamiento fue atribuido a la alta solubilidad de la sacarosa en agua y a
la rapida migracion del solvente a través de los poros de los aglomerados permitiendo la

liberacion rapida del compuesto activo (Awad y Chen, 1993).
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Figura 2.21. Cinética de disolucion en agua de sacarosa comercial, aglomerados control y
polvos con extracto de yerba mate obtenidos por co-cristalizacion (CY3y CY10).

6. Propiedades de flujo

La fluidez es considerada una propiedad importante para la manipulacion de materiales en
polvo durante operaciones de produccion y almacenamiento (Juliano y Barbosa-Céanovas,
2010). En la Tabla 2.8 se muestran los valores de angulo de reposo dindmico e indice de
Hausner (IH) obtenidos para los aglomerados control y los extractos de yerba mate co-

cristalizados en matrices de sacarosa.
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Tabla 2.8. Propiedades de flujo de los aglomerados control y de los extractos de yerba

mate co-cristalizados en matrices de sacarosa.

Tamafio de Angulo de reposo
Muestra particula ) IH
(mm)

Control 0.5-1 41.8+4.7 1.02 £ 0.04
1-2 41.8+49 1.10 £ 0.02
CY3 0.5-1 404 +4.4 1.03+£0.02
1-2 43.2+4.8 1.01 £0.02
CY10 0.5-1 404+ 2.6 1.02 £0.02
1-2 43.2+54 1.02 £0.02

CY3y CY10: extractos de yerba mate al 3 y al 10% co-cristalizados
en matrices de sacarosa, respectivamente.

Segun la Farmacopea de los EE.UU. (USP 30-NF 25, 2007) los valores de angulo de
reposo entre 25-50°, IH entre 1.0-1.34 e IC (%) <25 son caracteristicos de materiales con
propiedades de flujo aceptables. Mientras que valores mayores corresponden a productos
de alta cohesividad y mala fluidez. Todas las muestras mostraron pardmetros
caracteristicos de materiales con buena fluidez, independientemente de la concentracion de
extracto empleada y el tamafio de particula.

Berté (2011) hall6 una alta pegajosidad y un dificil manipuleo para extractos de yerba mate
solubles obtenidos mediante secado por atomizacion, sin adicion de agentes encapsulantes.
Resultados similares fueron observados por Deladino y col. (2007a) trabajando con
extracto de yerba mate en polvo obtenido por liofilizacion. En ambos estudios la medicion
de la fluidez de los extractos en polvo no pudo ser llevada a cabo debido a las
caracteristicas mencionadas.

En la Fig. 2.22 se muestran los indices de Carr (IC) de los aglomerados control y los
extractos de yerba mate co-cristalizados en sacarosa. Ademas, se muestra el 1C de sacarosa
comercial para comparacion.

El indice de Carr es considerado un parametro Util para evaluar la fluidez de materiales y
su compresibilidad, esta ultima propiedad es definida como la habilidad que posee un
material para reducir en volumen bajo presion (Barbosa-Canovas y col., 2005). Valores

mas bajos de IC son indicativos de mejor fluidez y compresibilidad.
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Figura 2.22. indices de Carr (IC) de los aglomerados control y los extractos de yerba mate
encapsulados con diferentes tamafios de particula. EI IC de la sacarosa comercial se
muestra para comparacion. CY3 y CY10: extractos de yerba mate al 3 y al 10% co-
cristalizados en matrices de sacarosa, respectivamente. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).

Los polvos con extracto de yerba mate (CY3 y CY10) mostraron valores de IC menores
que los correspondientes a la sacarosa comercial y los aglomerados control. Este
comportamiento fue atribuido a un efecto ligante del extracto. Se han informado valores de
Cl de 18, 26 y 31% para lactosa mohidratada, almidon de maiz y estearato de magnesio,
respectivamente; los cuales son excipientes muy utilizados en la industria farmacéutica
(Raymond y col., 2006).

7. Analisis de interacciones mediante FT-IR

En la Fig. 2.23 se muestran los espectros de infrarrojo obtenidos para los aglomerados
control y los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de sacarosa.

Todas las muestras presentaron un espectro similar al de sacarosa (Brizuela y col., 2012;
Gopi y col., 2013). Se observaron sefiales a 2941 y 2983 cm™ atribuidas al estiramiento
simétrico y asimétrico de los grupos —CH> respectivamente. Las vibraciones de los grupos
C—C fueron detectadas a 941 y 1069 cm™.
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Figura 2.23. Espectros de infrarrojo de los aglomerados control (a) y los extractos de yerba
mate al 3 (b) y al 10 % (b) co-cristalizados en matrices de sacarosa.

Sefiales caracteristicas de los grupos C-O fueron encontradas a 995, 1011,1059, 1061 y
1122 cm™. Ademés se observé una amplia banda alrededor de 3319 cm™ atribuida al
estiramiento de los grupos —OH. En ninguno de los casos se detectaron sefiales atribuibles
a los compuestos activos probablemente debido a la baja concentracion de éstos en

relacion a la sacarosa.

8. Isotermas de adsorcion

En la Fig. 2.24 se muestran las isotermas de adsorcion de los aglomerados control y los
extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de sacarosa. Los polvos con
antioxidantes (CY3 y CY10) mostraron isotermas similares a las de la muestra control,
indicando que la presencia de extracto no tuvo efectos significativos sobre la estabilidad de
los productos. Estas isotermas fueron consideradas tipo 3 de acuerdo a la clasificacion de
BET, correspondiente a matrices con alto contenido de sélidos (Penner y Schmidt, 2013;
Yao y col., 2011).
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Todas las muestras presentaron valores bajos de adsorcion de vapor de agua a HR menores
que 85%. A mayores HR los productos mostraron un incremento répido en su contenido de

humedad atribuido al fendmeno de delicuescencia de la sacarosa (Salameh y col., 2006).
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Figura 2.24. Isotermas de adsorcion obtenidas para los aglomerados control y los extractos
de yerba mate al 3 y al 10 % co-cristalizados en matrices de sacarosa. Tamafio de particula:

0.5-1 mm.

La delicuescencia es una transicion de fase entre el estado sélido y el liquido inducida por
la interaccion del material con el vapor de agua del ambiente. De acuerdo al modelo de van
Campen y col. (1983) en sustancias solubles en agua este fendGmeno se da en tres etapas: i)
hidratacién de la capa superficial de las particulas; ii) disolucion de la superficie del
material; y iii) saturacion de la solucidn hasta alcanzar el equilibrio con el ambiente.

La humedad relativa a la que ocurre la delicuescencia es caracteristica de cada material y
es conocida como Humedad Relativa Critica (HR). Este pardametro fue extrapolado desde
la isoterma de adsorcion de los aglomerados control y los polvos con antioxidantes de
yerba mate (CY3 y CY10) (Fig. 2.24), obteniendo valores de alrededor de 87% en todos
los casos. Salameh y col. (2006) informaron humedades relativas criticas de 91, 85, 84 y

75% para glucosa anhidra, sacarosa, cloruro de potasio y cloruro de sodio,

respectivamente.
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Por otro lado, al comparar las isotermas de adsorcion de los extractos de yerba mate co-
cristalizados en matrices de sacarosa y las del extracto seco (Fig. 2.10), se encontrdé que la
encapsulacion permitié disminuir significativamente la capacidad de adsorcion de agua de
los extractos de yerba mate, manteniendolos estables hasta humedades relativas del 85%.
Los modelos matematicos de GAB, Iglesias y Chirife, Oswin y Halsey no mostraron ajuste
satisfactorio a los datos experimentales, exhibiendo valores bajos de R%g; y altos de Ruse
(>5%).

9. Estabilidad de los extractos de yerba mate encapsulados durante almacenamiento
9.1. Ganancia de agua e higroscopicidad

En la Fig. 2.25 se muestra el comportamiento del contenido de humedad en el tiempo de
los aglomerados control y los polvos con extracto de yerba mate. De acuerdo al analisis de
varianza (ANOVA), la concentracion del extracto y el tamafio de los aglomerados no
mostraron efectos significativos sobre la ganancia de agua de los polvos (p>0.05). Todas

las muestras alcanzaron un contenido de humedad constante a las 24 h de ensayo.
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Figura 2.25. Cinética de ganancia de agua de los aglomerados control (0) y los extractos de
yerba mate al 3 (0) y 10% (@) co-cristalizados en matrices de sacarosa, a 75% HR y 20°C.
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La higroscopicidad (HG%) fue considerada como la masa de agua ganada durante el

ensayo por cada 100 g de muestra seca (Tabla 2.9).

Tabla 2.9. Higroscopicidad (%) de los aglomerados control y los polvos con extracto de
yerba mate.

Muestra HG (%)
0.5-1 mm 1-2 mm
Control 0.01 0.01
CY3 0.10 0.10
CY10 0.30 0.33

CY3y CY10: extractos de yerba mate al 3 y al 10% co-cristalizados
en matrices de sacarosa, respectivamente.

Todas las muestras presentaron valores de HG (%) muy bajos. De acuerdo con Newman y
col. (2008) los materiales cristalinos con higroscopicidades inferiores al 2% bajo
condiciones de 75% HR y 25°C pueden ser considerados poco higroscopicos y muy
estables. Estos productos tienen importantes ventajas desde el punto de vista industrial
porque pueden conservarse en empaques de menor costo. Mientras que los productos con
HG (%) entre el 2-15 son considerados moderadamente higroscépicos, y pueden sufrir
reacciones de deterioro aceleradas durante el almacenamiento tales como disolucion y/o

delicuescencia, ataque de microorganismos, entre otros (Schultheiss y Newman, 2009).

9.2. Contenido de compuestos activos y actividad antioxidante
Se analizé la estabilidad quimica de los productos en términos del contenido de polifenoles
totales y la actividad antioxidante. No se observaron cambios significativos (p>0.05) en la
concentracion de polifenoles totales, medida por el método de Folin-Ciocalteu, a lo largo
del periodo de almacenamiento (Fig. 2.26 a).
Yatsu y col. (2011) analizando la estabilidad de extracto de yerba mate soluble obtenido
por secado por atomizacién, frente a la radiacion ultravioleta y la temperatura, encontraron
que los polvos de yerba mate fueron foto-estables por 48 h y mantuvieron su contenido de
polifenoles totales durante 4 meses de almacenamiento a 40°C y 75% HR.
Con respecto a la actividad antioxidante los polvos con extracto de yerba mate mostraron
fluctuaciones en el porcentaje de inhibicion frente al DPPH® alcanzando al final del ensayo
una pérdida de actividad del 50%, con respecto al valor inicial (Fig. 2.26 b). En
consecuencia, no se encontrd una correlacion lineal entre el contenido de polifenoles
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totales y el porcentaje de inhibicion frente al DPPHe durante el almacenamiento. Piljac-
Zegarac y col. (2009) y Vifia y Chaves (2006) informaron resultados similares, los cuales
fueron atribuidos a posibles modificaciones en el perfil cuali-cuantitativo de los
compuestos fenolicos de las muestras por efecto de la humedad relativa y la temperatura.
Segun Pinelo y col. (2004), el aumento en la actividad antioxidante es debido a la fuerte
tendencia de los polifenoles a sufrir reacciones de polimerizacion, dando lugar a
oligbmeros con mayor area disponible para la deslocalizacion de cargas. En contraste,
cuando el grado de polimerizacion excede un valor critico, disminuye la actividad anti-

radicalaria por efecto del aumento de la complejidad molecular y el impedimento estérico.
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Figura 2.26. Estabilidad quimica de los polvos con extracto de yerba mate durante el
almacenamiento: (a) contenido de polifenoles totales y (b) actividad antioxidante frente al
DPPH-. (0) CY3, didametro (d)=0.5-1 mm, (®) CY3, d= 1-2 mm, (0) CY10, d=0.5-1 mmy
(w) CY10, d=1-2 mm.
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En la Fig. 2.27 se muestran los cromatogramas obtenidos para los extractos de yerba mate
encapsulados, antes y después del almacenamiento.
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Figura 2.27. Cromatogramas HPLC obtenidos para los extractos de yerba mate
encapsulados, antes y después de 120 dias de almacenamiento a 75% HR y 20°C (A=330
nm). La cafeina y la rutina no estan presentadas a sus longitudes de onda de maxima
absorcion. Picos: 3. acido clorogénico; 4. &cido cafeico; 5. cafeina y 7. rutina. Picos 1, 2, 6
y 8 compuestos no identificados. Los graficos circulares muestran la composicion de
polifenoles de los polvos.
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Similar a lo observado en el cromatograma de los extractos acuosos, se detectaron picos a
distintos tiempos de retencion (t;) correspondientes al acido clorogénico (t; = 12 min),
acido cafeico (t; = 15 min), rutina (t. = 37 min) y cafeina (t, = 25 min). Ademas se
detectaron otros compuestos (picos 1, 2, 6 y 8) cuyos espectros DAD mostraron alta
coincidencia con el del &cido clorogénico. Estos fueron considerados como "compuestos
relacionados con el &cido clorogénico"; su concentracion fue calculada como la suma de
las areas de los picos 1, 2, 6 y 8 y expresada como mg equivalentes de acido clorogénico.
A tiempo inicial, los productos CY3 y CY10 mostraron porcentajes similares de
compuestos fendlicos como se muestra en los graficos circulares (Fig. 2.27). Al final del
almacenamiento se observaron cambios en la composicion de polifenoles de ambas
muestras encontrando un incremento en la cantidad de acido cafeico y una disminucién en
el contenido de rutina, &cido clorogénico y sus derivados.

En la Tabla 2.10 se muestran las concentraciones de polifenoles y de cafeina presente en
los polvos con extracto de yerba mate antes y después de almacenados, determinadas
mediante HPLC. Los porcentajes de cambio en la concentracion de cada compuesto activo

(%C) se calcularon mediante la siguiente ecuacion:

%C = (ClZOC_Cijloo Ec.2.17

0

donde C; es la concentracion inicial de compuesto activo y Ciyo €s la concentracion del
mismo después de 120 dias de almacenamiento. Valores de %C<0 son indicativos de
degradacion y %C >0 corresponden a un aumento en la concentracion del compuesto
activo al final del almacenamiento.

Los polvos CY10 mostraron una mayor reduccion de la concentracion de compuestos
activos en comparacion con CY3, con excepcién de la rutina. Este comportamiento esta de
acuerdo con lo observado mediante DSC (Fig. 2.19), siendo que las muestras CY3
mostraron una mayor incorporacion de los compuestos en la red cristalina de la sacarosa.
En contraste, ambas muestras (CY3 y CY10) presentaron una mayor cantidad de &cido

cafeico que la inicial (Tabla 2.10).
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Tabla 2.10. Concentraciones de compuestos fenolicos y cafeina de los polvos con extracto
de yerba mate antes y después de almacenados, determinadas mediante HPLC.

Compuesto CY3 CY10

activo Fresco Almacenado C (%) Fresco Almacenado C (%)
PT® 0.54 0.58 7.4 1.72 1.75 1.7

AC® 0.11 0.09 -19.1 0.26 0.18 -30.29
D. AC® 0.14 0.11 -22.2 0.31 0.22 -28.98
A. cafeico®  0.009 0.02 163.7 0.01 0.04 205.35
Rutina” 0.05 0.03 -44.3 0.07 0.05 -28.98
Cafeina® 0.09 0.07 -16.1 0.23 0.10 -58.16

Méxima desviacion estandar: 0.07. * mg de &c. clorogénico/ g de polvo; ° mg de compuesto
activo/g de polvo. PT: polifenoles totales; AC: acido clorogénico; D.AC: compuestos
derivados del &cido clorogénico.

Segun varios autores (De Sotillo y col., 1994; Fang y Bhandari, 2011), algunos polifenoles,
incluyendo el acido clorogénico, pueden degradarse y/o polimerizarse dando lugar a otros
compuestos por efecto de la presencia de oxigeno, la humedad relativa, la radiacion
ultravioleta y la temperatura. En este sentido, el incremento en la concentracion de &cido
cafeico puede ser atribuido a la degradacion del acido clorogénico y sus compuestos
relacionados en sus acidos constitutivos durante el almacenamiento.

Los &cidos clorogénicos son una familia de ésteres formada por el &cido quinico y los
acidos trans-cindmicos, mas comunmente cafeico , p- cumarico y acido ferulico (Jaiswal y
col., 2010). Dugo y col. (2009) mediante cromatografia liquida bidimensional encontraron
alrededor de 26 diferentes compuestos derivados del &cido clorogénico en extractos de
yerba mate. Por su parte, Jaiswal y col. (2010) con el empleo de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC/MS), lograron identificar una cantidad aun mayor
de dichos compuestos, encontrando alrededor de 42 isémeros distintos.

El perfil cuali-cuantitativo de polifenoles determinado por HPLC permiti6 correlacionar la
disminuciéon de la actividad antioxidante frente al DPPHe con la disminucién en el
contenido de acidos clorogénicos y rutina en las muestras almacenadas. Anesini y col.
(2012) estudiaron la contribucién de la cafeina y los compuestos fendlicos sobre la
actividad antioxidante del extracto de yerba, encontrando que los acidos clorogenicos
presentan la mayor actividad captadora de radicales DPPHe* seguidos del acido cafeico y la
rutina. Resultados similares fueron informados por Deladino y col. (2013) usando un
método de fotoluminiscencia. En ambos estudios, no se detect6 un poder antioxidante para

la cafeina.
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9.3. Patrones de difraccion de rayos X y analisis morfolégico de los polvos con extracto de
yerba mate almacenados

Se analizd la estructura de los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de

sacarosa antes y después del almacenamiento, mediante difraccion de rayos X (Fig. 2.28).
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Figura 2.28. Patrones de difraccion de rayos X de los polvos con extracto de yerba mate
frescos y almacenados a 75% HR y 20°C.
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En la técnica de rayos X, una fase cristalina dada siempre produce un patrén de difraccion
caracteristico (o “huella dactilar”), bien se halle en estado puro o como constituyente de
una mezcla, permitiendo estimar la efectividad del proceso de encapsulacion (Dorset,
1998). Como se observa en la Fig. 2.28, los patrones de difraccion de las muestras control
y los polvos CY10 presentaron alta coincidencia con el de sacarosa cristalina encontrando
picos de mayor intensidad a 20 (°)=11.7, 12.7, 18.8, 19.6, 24.8 y 25.2 (JCPDS, 1999). En
ningun caso, se observaron sefiales correspondientes al extracto de yerba mate, ni tampoco
zonas amorfas indicando que luego del proceso de co-cristalizacion la sacarosa se mantiene
en estado cristalino.

Los polvos CY10 almacenados mostraron valores de intensidad relativa mas altos que los
productos sin almacenar indicando una mayor cristalinidad (Fig. 2.28). Este
comportamiento pudo ser debido a la cristalizacion de algunos componentes del extracto
durante el almacenamiento.

Por otro lado se analiz6 el grado de apelmazamiento entre particulas (“caking”) al final del
almacenamiento, mediante microscopia SEM (Fig. 2.29). Los polvos con extracto de yerba
mate con tamafio de particula entre 1-2 mm, no mostraron evidencia de apelmazamiento
(“caking”) durante el periodo de almacenamiento. En el caso de los polvos con menor
tamafio (entre 0.5-1 mm) se encontraron particulas agregadas de alrededor de 1.5 mm de
didmetro.

La agregacion y aglutinacion de particulas son problemas comunes en operaciones de
procesamiento de materiales en polvo. Varios autores (Billings y col., 2006; Hartmann y
Palzer, 2011), han informado modelos que explican las etapas en las que ocurre este
fendmeno, dentro de las cuales se encuentran: i) contacto entre particulas, ii) formacion de
puentes liquidos y iii) formacion de puentes solidos. Segun Mathlouthi y Rogé (2003) la
tendencia de los polvos a apelmazarse es menor para mezclas con bajo contenido de
particulas finas, con forma y distribucién de tamafio homogénea, bajos contenidos
humedad y alta humedad relativa critica (HR). Estas cualidades fisicas disminuyen el area

superficial especifica, y el nimero de puntos de contacto entre particulas adyacentes.
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Diametro inicial entre 0.5-1 mm

HV mag| WD det | spot| vac mode 500 pm HV mag | WD det |spot| vac mode — 500 ym ———
20.00 kV|180 x|/22.9 mm|ETD| 6.0 |High vacuum 20.00 kV|160 x/22.6 mm|ETD| 6.0 |High vacuum

Diametro inicial entre 1-2 mm

HV mag wD det |spot| vac mode | ——— 1 mm HV mag WD det | spot| vac mode
20.00 kV|120 x/22.2 mm|ETD| 6.0 |High vacuum 20.00 kV|120 x/20.7 mm|ETD| 6.0 |High vacuum

Figura 2.29. Micrografias SEM de los polvos con extracto de yerba mate obtenidas
después de 120 dias de almacenamiento.

10. Aplicacion de los extractos de yerba mate co-cristalizados con sacarosa en la
preparacion de bebidas refrescantes

Se prepararon bebidas refrescantes a base de polvos con extracto de yerba mate (CY10),
acido citrico, esencia de limén y agua. Los polvos CY10 fueron seleccionados debido a
que éstos presentaron el mayor contenido de polifenoles (antioxidantes) y de cafeina
(energizante) (Tabla 2.10). En este sentido, una porcién de 100 mL de bebida aportaria
alrededor de 17 mg de polifenoles totales; siendo esta contribucién importante comparada
con la de bebidas con mayor frecuencia de consumo como el jugo de naranja (50
mg/100mL), té (76 mg/100mL) y café (200 mg/100mL) (Saura-Calixto y Gofii, 2006).
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En la Fig. 2.30 se muestran los puntajes para cada atributo obtenidos para las bebidas
refrescantes sin (control) y con (CY10) extracto de yerba mate. Para mayor claridad de los
resultados, la escala heddnica fue agrupada en tres intervalos de calificacion: 1-3 (me

disgusta), 4-6 (me es indiferente) y 7-9 (me gusta mucho).

100 + 100 +

90 + 90 +
- 80 » 80 Color
& 70 4 Aceptabilidad global :\o\ 70
3 60 3 60
é 201 i control é 201 M control
3 40 3 40
£ 30 | MCYI0 £ 30 | 4 CY10

20 4 20 4

10 - 10 -

0 4 0 4
1-3 4-6 7-9 1-3 4.6 7-9
Intervalo de calificacién Intervalo de calificacién

100 - 100 -

90 - 90 -

80 - 80 -

70 Sabor 70 Dulzor

60
50 4
40 -
30
20
10 4

60 -
50 -
40
30 -
20 - [
10 -

o Ml ‘
4.6 79 1-3 4.6 7.9

Intervalo de calificacion Intervalo de calificacion

M control

M CY10

M control

M CY10

Frecuencia (%)
Frecuencia (%)

Figura 2.30. Atributos sensoriales de las bebidas con y sin extracto de yerba mate. La
escala hedonica fue agrupada en tres intervalos de calificacion: 1-3 (me disgusta), 4-6 (me
es indiferente) y 7-9 (me gusta mucho).

Las diferencias entre las muestras fueron evaluadas mediante un test de Student,
comparando los valores de t experimentales (te,) (Ec. 2.12) con los t de la tabla de
“valores criticos para t de Student” (tp) correspondientes al grado de libertad y los niveles
de significancia (o) de 0.05 y 0.10 (Tabla 2.11). La hipotesis nula establecida fue que no
existen diferencias entre el grado de aceptacion global de las muestras. Para valores de ti»>
texp S€ acepto la hipotesis nula y viceversa. No se observaron diferencias significativas en la
aceptabilidad general de las muestras con y sin antioxidantes de yerba mate. Las dos
bebidas (control y CY10) mostraron altos porcentajes de aceptacion global (> 80%) (Fig.
2.30). Para la bebida con extracto de yerba mate algunos evaluadores afiadieron en las

observaciones que €sta se asimilaba a un “té instantdneo sabor a limén”.
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Tabla 2.11. Valores de t-Student experimentales (tey) Y tabulados (t:an) para cada atributo

a =0.05 0=0.1
ttab 2.04 1.69
Aceptabilidad general ~ Color  Sabor Dulzor
texp 1.61 6.02 0.76 0.07

Asimismo, no se observaron diferencias significativas (t.n> texp) €n el sabor y el dulzor de
las bebidas. Sin embargo, para el atributo de dulzor se obtuvieron algunas puntuaciones en
el intervalo de calificacion de 1-3 (“me disgusta mucho”) sélo para la bebida control (Fig.
2.30).

Con respecto al color, se encontraron diferencias significativas (texp>ttan) entre las muestras.
El color de las bebidas con extracto de yerba mate mostré una mayor aceptacion (89%) por
parte de los jueces que el de la bebida control (29%). Este comportamiento fue atribuido a
que el extracto de yerba mate dio una coloracion natural a la bebida (amarilla-verdosa)
similar a la de productos comerciales; lo que constituye una ventaja desde el punto de vista

industrial dado a que el producto no requeriria de la adicidn de colorantes artificiales.
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Conclusiones parciales

1.

Los extractos acuosos de yerba mate mostraron un alto contenido de polifenoles
totales, siendo la contribucion de los &cidos clorogénicos la mas importante.
Ademas presentaron una elevada actividad antioxidante inhibiendo el radical libre
DPPH y también reduciendo iones férricos, inclusive a bajas concentraciones.

Los extractos secos mostraron una temperatura de transicion vitrea superior a la
temperatura ambiente y un patron de difraccion de rayos caracteristico de matrices
amorfas.

El empleo del extracto liquido como solvente de la mezcla precursora, mejoro la
eficiencia de encapsulacion de compuestos fendlicos y favorecio su distribucién
homogénea en los polvos.

La capacidad antioxidante del extracto de yerba mate no fue afectada por el proceso
de co-cristalizacion, ni por la presencia de los agentes encapsulantes.

Los extractos de yerba mate co-cristalizados en matrices de sacarosa mostraron
color y apariencia aceptable, alta solubilidad, buena fluidez y baja higroscopicidad.
El contenido de compuestos fendlicos en los productos se mantuvo estable durante
120 dias de almacenamiento. Sin embargo, se observaron fluctuaciones en la
actividad anti-radicalaria.

No se observo la formacidn de estructuras amorfas, ni tampoco apelmazamiento de
los polvos al final del almacenamiento

Se desarroll6 una bebida refrescante, empleando los antioxidantes de yerba mate

co-cristalizados en matrices de sacarosa, con una alta aceptacion sensorial.
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Capitulo 3. SISTEMAS DE VEHICULIZACION DE ZINC

Introduccion

El zinc (Zn) es un elemento esencial para el organismo que participa en la expresion
geénica, el crecimiento y la diferenciacion celular, la cicatrizacion de heridas y la respuesta
inmune (Milner, 1990; Salgueiro y col., 2000). Este mineral actiia como cofactor de mas de
300 enzimas, algunas de ellas implicadas en los mecanismos de defensa frente al estrés
oxidativo celular y en el metabolismo de acidos nucleicos, carbohidratos y proteinas (Zago
y Oteiza, 2001). Varios autores han reportado que el Zn es capaz de proteger membranas
de la oxidacion, ocupando los sitios cargados negativamente en los que podrian unirse
metales de transicion que favorecen las reacciones de degradacién (Salgueiro y col., 2000;
Tapiero y Tew, 2003). Ademas, induce la formacion de metalotioneinas, las cuales
intervienen en la eliminacion de minerales toxicos, como el cadmio, y en la proteccién
frente a especies reactivas de oxigeno (Salgueiro y col., 2000; Tapiero y Tew, 2003).

Los alimentos con mayor contenido de zinc de alta absorcidn son las carnes rojas y las
visceras (higado y rifion), que contienen entre 2.9-6 mg de Zn/100 g (WHO y FAO, 2004).
Sin embargo, por razones culturales y por su alto costo, estos productos son consumidos en
bajas cantidades por las poblaciones de riesgo; siendo mayores las consecuencias para
individuos con dietas basadas en cereales y legumbres, que contienen cantidades
significativas de inhibidores de la absorcion de zinc, tales como los fitatos (Brown y col.,
2004).

En la Tabla 3.1 se muestran los valores de ingesta diaria recomendada (IDR) de zinc en
funcion de la edad, el sexo y la situacion fisiolégica (Brown y col., 2004; WHO y FAO,
2004). Estos requerimientos pueden encontrarse aumentados en individuos con diarrea
aguda, cirrosis hepatica, diabetes, insuficiencia renal o pancreatica, inmunodepresion,
fibrosis cistica, enteropatias, entre otros (Brown y col., 2004).

La toxicidad por ingesta excesiva de zinc es poco frecuente. Sin embargo, se pueden
presentar casos de toxicidad aguda con ingestas entre 225-450 mg, causando dolor
abdominal, diarrea, nauseas, vomitos, entre otros. La toxicidad crénica se da con ingestas
diarias de mas de 150 mg por un periodo de tiempo prolongado generando deficiencia de
cobre y hierro, alteracion de la funcion inmune, reduccion de lipoproteinas de alta

densidad, entre otros (Brown y col., 2004).
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Tabla 3.1. Valores de ingesta diaria recomendada de zinc en funcién de la edad, el sexo y
situacion fisiologica.

Etapa de la vida Edad mg Zn/dia
Lactantes 0-6 meses 2

6-11
meses

Nifos 1-3 afos

4-8 afnos

9-13 afos

Hombres 14-18 afios 11

> 19 afios 11

Mujeres 14-18 afios 9

> 19 afios 8
Embarazo > 19 afios 11
Lactancia > 19 afios 12

Fuente: WHO y FAO (2004); International Zinc Nutrition Consultative Group (IZINCG)
(Brown y col., 2004).

La deficiencia de zinc es uno de los problemas de nutricion mas frecuentes en paises en
vias de desarrollo y desarrollados. Sin embargo, existen dificultades para determinar los
valores reales de carencia debido a la falta de un marcador biolégico confiable de estado
nutricional de zinc (Pizarro y Calvo, 2009). El retardo de crecimiento infantil es uno de los
indicadores funcionales mas empleados para estimar la carencia de este micronutriente
(Fig. 3.1).

Las principales causas de deficiencias de Zn en seres humanos son: a) consumo de
alimentos con cantidades insuficientes del mineral, respecto de los requerimientos diarios;
b) ingesta de dietas que contienen zinc de baja absorcion, y c) dietas con alto contenido de
inhibidores de la absorcion de zinc (Sandstead, 2000). La deficiencia de zinc puede generar
desarrollo neuroldgico anormal, retraso en el crecimiento y de la maduracion sexual y
mayor riesgo de padecer enfermedades infecciosas tales como: diarrea aguda, neumonia,

malaria, tuberculosis y enfermedades de la piel.
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[] Baja (<10%)
B Moderada (10-20%)
B Alta (>20%)
Figura 3.1. Mapa de prevalencia de deficiencia de zinc en nifios menores de 5 afios, basado

en el indice de retardo de crecimiento. Fuente: Brown y col. (2004).

Las enfermedades diarreicas agudas (EDA) son una de las causas mas frecuente de muerte
infantil en el mundo, generando alrededor de 2-3 millones de muertes por afio en paises de
Asia, Africa y América Latina (WHO, 2006). Otro grupo frecuentemente afectado por las
EDA esta constituido por las personas que viajan a paises tropicales o subtropicales. Entre
el 40-60% de los viajeros se enferman con diarrea durante las dos primeras semanas de
estadia, siendo el nimero de personas afectadas de alrededor de 11 millones por afio (Al-
Abri y col., 2005). Varios estudios han demostrado la eficacia del Zn en el tratamiento de
EDA. Este mineral disminuye el volumen de pérdida de fluidos, acorta la duracion del
episodio diarreico y reduce el riego de incidencia de la enfermedad (Bahl y col., 2002;
Berni Canani y col., 2011; Dennehy, 2005; Fuchs, 1998; Walker y col., 2009). Por esta
razén, las recomendaciones actuales de WHO y UNICEF para el tratamiento efectivo de
las EDA incluyen: afiadir zinc a las soluciones de rehidratacion oral de osmolaridad
reducida y la administracion de tabletas con zinc (10-20 mg/dia) entre 10 y 14 dias a partir
del inicio de la EDA (WHO, 2006, 2007; WHO y UNICEF, 2004).

Las principales estrategias de intervencion empleadas para la suplir los requerimientos de
Zn de la poblacion en riesgo son: la fortificacion, la suplementacién y la modificacion y/o
diversificacion alimentaria (Gibson y Ferguson, 1998; Shrimpton y col., 2005). Estas

alternativas pueden ser combinadas para lograr efectos sinérgicos favorables.
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Segun Pizarro y Calvo (2009) la suplementacion resulta una estrategia efectiva a corto
plazo, mientras que la fortificacion y la modificacion de la dieta son estrategias efectivas a
mediano y largo plazo, respectivamente.

Algunos de los compuestos fuentes de zinc considerados por la FDA como GRAS son:
Oxido de zinc, sulfato de zinc mono y heptahidratado, gluconato de zinc, acetato de zinc y
cloruro de zinc. El sulfato de zinc es el mas empleado por su amplia disponibilidad y bajo
costo. Sin embargo, esta sal posee un sabor astringente que modifica las caracteristicas
sensoriales de los productos y puede llegar a generar vomitos y/o nauseas (Salgueiro y col.,
2000; Solomons y col., 2011; WHO, 2007). Ademas, tiende a apelmazarse dificultando su
manipuleo. Por lo tanto, se requiere la aplicacion de estrategias, como la encapsulacion,
que permitan superar algunas de estas limitaciones.

Segun el Codigo Alimentario Argentino (CAA, Capitulo XVII, Articulo 1381) “Se definen
como Suplementos Dietarios a los productos destinados a incrementar la ingesta dietaria
habitual, suplementando la incorporacion de nutrientes en la dieta de las personas sanas
que, no encontrandose en condiciones patologicas, presenten necesidades basicas dietarias
no satisfechas o mayores a las habituales. Siendo su administracion por via oral, deben
presentarse en formas sélidas (comprimidos, capsulas, granulado, polvos u otras) o liquidas
(gotas, solucién, u otras), y otras formas para absorcidén gastrointestinal, contenidas en
envases que garanticen la calidad y estabilidad de los productos™. De acuerdo con el CAA,
los suplementos dietarios deberan proveer no menos del 20% de la IDR del nutriente.

Las tabletas comprimidas son consideradas actualmente las formas sélidas de dosificacion
unitaria mas administradas por via oral. Estas son obtenidas por compresion mecanica de
formulaciones en polvo conteniendo uno o varios compuestos activos mezclados con
excipientes (disgregantes, diluyentes, lubricantes, ligantes, entre otros) (Lee, 2007;

Raymond y col., 2006).

76



En la Fig. 3.2 se ilustran las etapas involucradas durante el proceso de compactacién de

aglomerados y polvos (Jivraj y col., 2000; Nystrém y col., 1993).

I. Llenado

II. Empaquetamiento

III. Compactacion

IV. Relajacion

IV.1. Elastica . IV2 Pléstica

Figura 3.2. Etapas involucradas durante el proceso de compactacion.

Inicialmente, las particulas se mueven en el interior de la cavidad de la matriz para ocupar
los espacios vacios que existen entre ellas, incrementandose la densidad aparente del
material. Las particulas esféricas experimentan menos reordenamientos que las particulas
de superficie mas rugosa y de forma irregular. Luego, a una determinada presion, el nivel
de empaquetamiento y la alta fuerza de friccidn previenen el movimiento de las particulas,
por lo que se produce la deformacion elastica y plastica. Durante la deformacion elastica el
cambio de forma es reversible, por esta razon el material volvera a su forma original si

desaparece la fuerza aplicada. Mientras que cuando se excede el limite elastico, se produce

77



la deformacion plastica o la fragmentacion. Pueden darse cualquiera de los dos
mecanismos en funcion de las caracteristicas intrinsecas del material, la velocidad y la
presion de compactacion y el tamafio de particula. Finalmente, cuando la fuerza de
compresion desaparece, el comprimido puede experimentar fendmenos de relajacion
(Nystrom y col., 1993).

Durante la transformacion de una mezcla en polvo en un comprimido se desarrollan un
conjunto de fuerzas que permiten la union entre las diferentes particulas que integran el
comprimido. Estas uniones son las que determinan la resistencia mecanica de las tabletas.
En general, los mecanismos de union entre particulas han sido clasificados en cinco tipos:
i) puentes sélidos, ii) fuerzas interfaciales con peliculas de liquido mdvil dentro de los
granulos (fuerzas capilares y tension superficial), iii) fuerzas de adhesion y cohesién con
peliculas de liquido inmovil entre particulas, iv) fuerzas de atraccidon entre particulas
solidas y v) entrelazamiento mecénico (Nystrom y col., 1993).

Los comprimidos tienen importantes ventajas tales como: su mayor exactitud en la
dosificacion, menor volumen de administracion, alta estabilidad, posibilidades de
enmascarar sabores y olores desagradables, facilidad de transporte y almacenamiento.
Ademas, las tabletas son generalmente mas estables que las formulaciones liquidas y
semisolidas, debido a que tienen baja humedad y actividad acuosa (Jivraj y col., 2000).

El método de fabricacion preferido es la compresion directa debido a que es facil, rapido y
econdémico (Jivraj y col., 2000). En este proceso s6lo se requieren operaciones de
mezclado, lubricacion y compactacion. Sin embargo, muchos materiales no pueden ser
procesados por esta técnica debido a su alta pegajosidad, mala fluidez y baja
compactibilidad (ej. extractos naturales liofilizados) (Adiba y col., 2011; Zea y col., 2013).
Por lo que en la mayoria de los casos es necesaria una etapa previa de granulacién por via
hdmeda o seca.

La co-cristalizacion en matrices de sacarosa es una técnica de encapsulacion que permite
proteger el compuesto activo de agentes externos (luz, humedad, oxigeno, entre otros) y
enmascarar sabores desagradables. Esta técnica constituye una buena alternativa para la
obtencion de materiales porosos con excelentes propiedades de compactibilidad y muy
buena fluidez (Awad y Chen, 1993; Bhandari y Hartel, 2002).

Los objetivos de este capitulo fueron desarrollar tabletas comprimidas con zinc empleando
polvos obtenidos mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa y evaluar sus

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.
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Materiales y métodos

1. Preparacion de los polvos con zinc mediante co-cristalizacion en matrices de
sacarosa

Para la preparacion de los polvos se empled sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4 7H0,
Parafarm, Argentina) como fuente de mineral (4.4 mg de ZnSQO, proporcionan 1 mg de Zn)
y sacarosa comercial como agente encapsulante. Los productos se prepararon en forma
similar a la descripta en el Capitulo 2 para los polvos con antioxidantes de yerba mate.

Se prepararon mezclas de sacarosa comercial (100 g), sulfato de zinc (7.0 g) y agua
destilada (20 mL). Las mezclas fueron calentadas a dos temperaturas distintas (80°C y
132°C), usando una placa calefactora. Esta etapa se realizd bajo agitacion constante a 500
rpm, empleando un agitador vertical con paleta tipo ancla. Ademas, se monitore6 la
temperatura de la mezcla y la concentracion de solidos solubles. Una vez alcanzada la
temperatura final, las mezclas se mantuvieron a las mismas condiciones hasta alcanzar la
sobresaturacion. Luego se retiraron de la placa calefactora y se enfriaron a temperatura
ambiente bajo agitacion a 700 rpm.

Los productos obtenidos se sometieron a secado a 40°C en una estufa de conveccion
forzada (SanJor, Argentina) hasta peso constante (alrededor de 15 h) y luego se molieron y
se pasaron a través de una malla de 500 pm. Finalmente, los polvos se colocaron en bolsas
plasticas y se almacenaron en desecadores con silica gel hasta su analisis. Se prepararon
muestras sin compuesto activo, siguiendo el mismo protocolo, a fin de ser empleadas como

control.

2. Determinacion del contenido de compuesto activo

El contenido de zinc se determind mediante espectroscopia de absorcion atdmica, usando
un equipo marca Varian modelo EspectrAA 300-plus (Cambridge, Reino Unido). Previo al
analisis, las muestras se sometieron a digestion con acido nitrico concentrado a ebullicion.
El material digerido se filtrd y se llevo a volumen con agua Milli-Q.

La capacidad de carga y la eficiencia de encapsulacion de compuesto activo fueron

calculadas como se indicé en el capitulo anterior.

79



3. Caracterizacion de los polvos con zinc

La preparacion de las muestras y las condiciones en las que se realizaron los ensayos
fueron similares a las descriptas en el Capitulo 2. El contenido de humedad (%) fue
determinado mediante el método gravimétrico (AOAC, 1998). La actividad acuosa fue
medida usando un equipo Aqualab (AOAC, 1998). El andlisis morfologico fue realizado
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y la distribucion del mineral sobre la
superficie de los productos a través de microanalisis de energia dispersiva de rayos-X
(EDX). Los polvos fueron analizados mediante espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y difraccion de
rayos X.

La fluidez fue evaluada a través del angulo dinamico de reposo Yy los indices de Hausner y
Carr (USP 30-NF 25, 2007). La cinética de ganancia de agua Yy la higroscopicidad fue
determinada mediante exposicion de los productos a atmosfera de 75%HR a 20°C. Los
polvos fueron pesados a diferentes tiempos hasta que alcanzaron una masa constante. El
contenido de humedad en base seca se calcul6 mediante la ecuacion de Jaya y Das (2004),
presentada en el Capitulo 2. La higroscopicidad (HG%) fue expresada como la masa de
agua adsorbida en el equilibrio por cada 100 gramos de muestra seca (Newman y col.,
2008). Los polvos fueron mantenidos a las mismas condiciones durante 30 dias y luego
fueron analizados mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para observar

posibles cambios en su morfologia.

4. Ensayo de compactibilidad de los polvos con zinc

Los polvos con zinc, adicionados de estearato de magnesio (1g/100 g polvo), fueron
compactados usando una prensa hidraulica con mandémetro (Delfabro, Argentina) a
diferentes fuerzas de compresion (4.9, 9.8, 14.7 y 19.6 kN) durante 5 s (Fig. 3.3a). Se
utilizaron matrices y punzones planos de 10 mm de diametro. La dureza de cada
comprimido fue determinada como el promedio de 6 mediciones utilizando un durémetro
tactil (Scout, Argentina) (Fig. 3.3b).
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B2 R:06.8 K9
MAX:B6.8 DIF:88.5

MIN:B&.3 PRO:86.5

Figura 3.3. Prensa hidraulica (a) y durometro digital (b) empleados para la obtencion de las
curvas de compactibilidad

5. Formulacion de los comprimidos

Se prepararon formulaciones a base de polvos con zinc obtenidos por co-cristalizacion con
sacarosa. La concentracion de mineral fue ajustada, usando como diluyente almidén de
maiz nativo (Unilever, Espafia), para alcanzar una concentracion de zinc por tableta
equivalente al 40% de la ingesta diaria recomendada para un adulto (WHO y FAO, 2004).
Se prepararon mezclas de polvo con zinc (80 g/100 g mezcla) y almidén de maiz (20 g/
100 g de mezcla). Las formulaciones fueron adicionadas de estearato de magnesio (Bago,
Argentina), un lubricante, para evitar la adhesion del polvo a la matriz y/o punzones de la
compresora (1g/100g de mezcla). Para facilitar la homogeneidad y evitar la segregacion de
las mezclas, todos los ingredientes fueron pasados a través de una malla de 500 um antes
de su uso. Previo a la compresién, se determind el contenido de humedad (AOAC, 1998) y
la fluidez de las mezclas (angulo de reposo e indices de Hausner y de Carr) (USP 30-NF
25, 2007).

6. Preparacion de los comprimidos

Las formulaciones en polvo fueron directamente comprimidas usando una compresora
mono-punzén (Modelo SC1, Sanchez, Argentina) de pequefia escala (6.000
comprimidos/hora). Esta maquina fue ajustada previamente para obtener tabletas de

alrededor de 350 mg y de didmetro constante (9 mm).
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La maquina compresora consta de: una tolva de alimentacion por la que se introducen las
formulaciones, los punzones superior e inferior encargados de aplicar la fuerza de
compresion y la matriz por la que se desplazan los punzones durante la formacién del

comprimido (Fig. 3.4).

Figura 3.4. Imagenes de (a) maquina compresora mono-punzén, (b) matriz y punzones
superior e inferior y (c) tabletas comprimidas.

7. Caracterizacion de los comprimidos
Las principales caracteristicas fisicas de las tabletas fueron determinadas mediante los
métodos recomendados por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 30-NF 25, 2007).

7.1. Uniformidad en peso
La uniformidad en el peso fue evaluada mediante el pesaje de 10 tabletas elegidas

aleatoriamente.

7.2. Didmetro, espesor y densidad
El espesor fue medido usando un calibre (Vernier) y la densidad fue calculada dividiendo

la masa sobre el volumen de cada tableta.

82



7.3. Dureza
La dureza de los comprimidos fue determinada empleando un equipo Erkewa (Alemania).

Los resultados fueron expresados como el promedio de 6 determinaciones.

7.4. Contenido de compuesto activo
El contenido de zinc fue determinado mediante espectrofotometria de absorcion atomica

como se describi6 anteriormente.

7.5. Tiempo de desintegracion in vitro

Se determind el tiempo de desintegracion en agua a 37°C empleando un equipo Erkewa
(Alemania). Se analizaron 6 tabletas de cada formulacion. EIl tiempo de desintegracion se
defini6 como el tiempo necesario para la desintegracion completa de los comprimidos,

determinado por observacion visual.

7.6. Tiempo de desintegracion in vivo y aceptabilidad sensorial

El tiempo requerido para la desintegracién oral y la aceptabilidad sensorial fueron
evaluados por 10 jueces no entrenados (6 hombres y 4 mujeres) con edades comprendidas
entre 28 y 35 afios. Los voluntarios recibieron instrucciones de no mover sus lenguas
durante la prueba. El tiempo de desintegracion fue indicado por los jueces cuando no
percibian grumos en la lengua. El residuo se mantuvo en la boca durante otros 30 s, y
luego se escupid. Se proporciond agua potable para el enjuague de la boca entre muestras.
Finalmente, se evaluaron los atributos de apariencia, sabor, textura y aceptabilidad general
usando una escala heddnica de 9 puntos (1 = “me disgusta mucho”; 5= ni me gusta, ni me
disgusta; 9 =“me gusta mucho”). Para este ensayo, también se prepararon tabletas
empleando una mezcla fisica de sulfato de zinc, sacarosa y almidén de maiz y éstas fueron

evaluadas sensorialmente para comparacion.
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Resultados y discusion

1. Efecto de la temperatura y el grado de sobresaturacion sobre el proceso de co-
cristalizacion de zinc en matrices de sacarosa

Se evaluaron temperaturas de calentamiento de 80 y 132°C para la obtencion de los polvos
con zinc mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa. No fue posible la obtencién de
productos con zinc a la temperatura de 132°C debido a que se produjo la descomposicién
de la sal observandose cambios de coloracién, pasando de color blanco a marrén oscuro.

A 80°C, se obtuvieron mayores velocidades de calentamiento para las mezclas con zinc
(3.14°C/min) que para las formulaciones control (2.3°C/min). Bajo estas condiciones, se
alcanzaron grados de sobresaturacion (S) de alrededor de 1.1. En forma similar a lo
observado en la obtencion de los polvos con extracto de yerba mate (Capitulo 2), en estos
ensayos la sacarosa no se disolvié completamente a lo largo del proceso quedando cristales
remanentes. Estos probablemente actuaron como semilla para la nucleacion desde la
solucion sobresaturada (Beristain y col., 1996; Hartel y Shastry, 1991).

Se obtuvieron aglomerados con humedad remanente los cuales fueron sometidos a secado
hasta obtener valores de contenido de humedad y actividad acuosa de 2% y 0.6,
respectivamente. Estas caracteristicas son consideradas favorables para evitar el deterioro

microbiano (Fu y Labuza, 1993).

2. Contenido de zinc de los polvos y eficiencia de encapsulacion

Los polvos con zinc mostraron un contenido de compuesto activo de alrededor de 17 mg
Znlg de polvo. Teniendo en cuenta la ingesta diaria recomendada (IDR) para un adulto
establecida por WHO y FAO (2004), 11 mg para hombres y 8 mg para mujeres (Tabla
3.1), estos productos constituyen una alternativa atil para suplir las necesidades de
minerales de la poblacion vulnerable. Por su alta dosis de zinc, los productos pueden
diluirse previo al consumo mediante mezcla con otros ingredientes para preparacion de
mezclas en polvo por ejemplo de postres, gelatinas, entre otros.

Se obtuvieron eficiencias de encapsulacion de Zn de alrededor de 98%, lo que indica que
durante el proceso de co-cristalizacion no se produjeron pérdidas del compuesto activo por
efecto del calentamiento. Deladino y col. (2007a) han informado rendimientos de 97 y

100% en la obtencion de productos con magnesio y calcio, respectivamente.
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3. Analisis morfologico
En la Fig. 3.5 se observan las micrografias SEM de los polvos con zinc obtenidos por co-
cristalizacion con sacarosa y la distribucion de zinc y azufre sobre los materiales, detectada

mediante microanalisis de energia dispersiva de rayos X (EDX).

Mapeo realizado por EDX

N “%

) 9 e v

Distribucion de zinc

f -
mag WD det | spot| vac mode
5.00 kV |3000x/14.8 mm|ETD| 5.0 |High vacuum

Distribucion de azufre

HV mag| WD det | spot vac mode
5.00 kV |600 x| 14.9 mm|ETD| 5.0 |High vacuum

Figura 3.5. Micrografias SEM de los polvos con zinc y mapeo superficial de la distribucion
de zinc y azufre sobre los materiales.
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Se observaron cristales aglomerados con una distribucién homogénea de zinc sobre la
superficie. En estos productos, la distribucion de azufre no fue uniforme, encontrando
algunas zonas con mayores concentraciones de este elemento. Lo anterior indica, que
debido a las altas dosis de Zn empleadas para la preparacion de los polvos, una fraccion de
mineral es atrapada entre los aglomerados mientras que otra se adsorbe sobre la superficie
de ellos.

4. Estabilidad térmica
En la Fig. 3.6 se muestran los termogramas DSC obtenidos para el sulfato de zinc, los

aglomerados control y los polvos con zinc obtenidos por co-cristalizacion con sacarosa.

Polvos con zinc
T Control
_—
=11}
=
~ | Sulfato de zinc
H
2
=
[*)
[-*)
-
=
=
=

. , . , . , . , . , . , . , . , .
40 50 80 100 120 140 160 180 200 220

Temperatura (°C)

Figura 3.6. Termogramas DSC de sulfato zinc, aglomerados control y polvos con zinc
obtenidos por co-cristalizacion con sacarosa.

El sulfato de zinc presentd endotermas alrededor de 48, 82, 167 y 197°C. En el
termograma de los productos con zinc se observé una endoterma alrededor de 201°C, ésta
fue ancha debido a la superposicion de las bandas ubicadas a 192 y 197°C

correspondientes a los aglomerados control y el sulfato de zinc, respectivamente (Fig. 3.6).
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En los polvos con zinc, no se detectaros las deméas endotermas halladas en el termograma
del ZnSO,4.7H,0, probablemente debido a la deshidratacion de la sal durante el proceso de
co-cristalizacion. Se obtuvieron valores de entalpia de fusion de 121.9 + 4.6 J/g para la
endoterma ubicada a 192°C en la muestra control y de 165+ 6.5 J/g para la transicion
detectada a 197°C en los polvos con zinc. EI aumento en el valor de AH en estos tltimos

materiales fue atribuido a la presencia del mineral.

5. Analisis de interacciones mediante FTIR

En la Fig. 3.7 se observan los espectros IR obtenidos para el sulfato de zinc, los productos
con zinc y los aglomerados control. El espectro del sulfato de zinc mostré sefiales a 624,
751, 880, 987, 1121, 1620, 2065 cm™. Bandas ubicadas a 611 y 981 cm™ fueron asignadas
a modos de vibracién de los grupos SO4 2 por Saha y Podder (2011).

Sulfato de zinc

Polvo con zinc

Transmitancia (%)

Aglomerado control

— T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Figura 3.7. Espectros IR del sulfato de zinc, los productos con zinc y los aglomerados
control.
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Los polvos con zinc mostraron espectros similares a la muestra control, indicando que no
ocurrieron cambios conformacionales importantes en la sacarosa, ni interacciones entre la
matriz encapsulante y el compuesto activo (Brizuela y col., 2012; Gopi y col., 2013). En
estos polvos no se detectaron sefiales correspondientes al sulfato de zinc probablemente

debido a la baja concentracion de esta sal en relacion a la masa de sacarosa.

6. Propiedades de flujo

La Tabla 3.2 muestra las propiedades de flujo del sulfato de zinc, las muestras control y los
productos con zinc. Se observa que todas las muestras presentaron angulos de reposo e
indices Hausner caracteristicos de materiales de fluidez aceptable (USP 30-NF 25, 2007).

Tabla 3.2. Propiedades de flujo del sulfato de zinc, las muestras control y los polvos con
zinc.

Muestra Angulo ge reposo indice
°) Hausner
Sulfato de zinc 49.1+4.2 1.1+0.1
Muestra control 41.8+4.7 1.0+0.1
Polvos con zinc 47.1+£5.9 1.2+0.1

En la Fig. 3.8 se presentan los indices de Carr (IC) obtenidos para el sulfato de zinc, la
muestra control y los polvos con zinc.

Los productos con zinc mostraron valores de IC similares a los del ZnSQO,4.7H,0, indicando
que la fluidez del compuesto activo no fue afectada por el proceso. Si bien el valor de IC
hallado para los polvos con zinc fue mayor que para los aglomerados control (Fig. 3.8),
dicho indice es mas bajo que los informados en excipientes como el almidon de maiz,
IC=26% (Raymond y col., 2006). Por lo tanto, los polvos con zinc obtenidos mediante co-
cristalizacion con sacarosa se consideran como productos con buenas propiedades de flujo

y compresibilidad.
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Figura 3.8. Indices de Carr (IC) obtenidos para el sulfato de zinc, la muestra control y los
polvos con Zn. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

7. Patrones de difraccion de rayos X

En la Fig. 3.9 se muestran los patrones de difraccion de rayos X obtenidos para el sulfato
de zinc, la muestra control y los polvos con zinc. El sulfato de zinc presentd picos
caracteristicos a 260=16.7 y 21.1° (Saha y Podder, 2011).

Los difractogramas de los aglomerados control y los polvos con zinc mostraron un patrén
de difraccion similar al de la sacarosa con picos a 26=11.7, 12.7, 18.8, 19.6, 24.8, 252 y
38.3 (JCPDS, 1999). Ademas en estas muestras se observan picos agudos bien definidos,
indicando que, posteriormente al proceso de co-cristalizacion, la sacarosa se mantiene en

estado cristalino.
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Figura 3.9. Patrones de difraccién de rayos X del sulfato de zinc heptahidratado, los

aglomerados control y los polvos con zinc.
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8. Estabilidad de los polvos con zinc en el almacenamiento

En la Fig. 3.10 se muestra el comportamiento de la humedad en el tiempo, a 75% HR y
20°C, para el sulfato de zinc, la muestra control y los polvos con zinc. Se observaron
diferencias entre los perfiles de ganancia de agua de las muestras. El sulfato de zinc y la
muestra control no mostraron cambios significativos en su contenido de humedad en el
tiempo (p>0.05); mientras que los polvos con zinc mostraron un incremento en su
contenido de humedad de alrededor del 50%, con respecto al valor inicial. Este
comportamiento fue atribuido a la deshidratacion sufrida por la sal, por efecto de la
temperatura durante el proceso de co-cristalizacion, que pudo haber aumentado su

tendencia a ganar agua del ambiente.
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Figura 3.10. Comportamiento del contenido de humedad en el tiempo del sulfato de zinc
(A), la muestra control (o) y los productos con zinc (e) bajo condiciones de 75% HR 'y
20°C.
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La higroscopicidad es considerada un factor determinante de las interacciones particula-
particula y las propiedades de flujo de los materiales (Newman y col., 2008).

Se obtuvieron valores de higroscopicidad de 0.08, 0.014 y 2% para el sulfato de zinc, la
muestra control y los polvos con zinc, respectivamente. Estos valores son caracteristicos de
productos poco higroscépicos, constituyendo una importante ventaja desde el punto de
vista industrial por el bajo costo de los empaques.

Se analizaron los cambios en la morfologia de los productos almacenados durante 30 dias a
condiciones de 75% HR y 20° C (Fig. 3.11).

HV mag WD det | spot| vac mode 200 pm HV mag WD det |spot| vac mode
5.00 kV |600 x/26.8 mm|ETD| 5.0 |High vacuum 5.00 kV |600 x/26.7 mm|ETD| 5.0 |High vacuum

HV mag WD | det spot| vac mode HV mag D det [spot| vac mode
5.00 kV |3 000 x[26.6 mm|ETD| 4.5 |High vacuum 10.00 kV| 3 000 6.8 mm|ETD| 5.5 |High vacuum

Figura 3.11. Micrografias SEM de los polvos con zinc almacenados durante 30 dias a 75%
HR y 20 °C.
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Se observaron cristales sobre la superficie de los aglomerados almacenados. Estos fueron
de mayor tamafio que los observados en los productos sin almacenar. Lo que podria indicar
una posible re-cristalizacion del sulfato de zinc por el aumento del contenido de humedad

de los productos durante el almacenamiento (Fig. 3.11).

9. Propiedades de compactibilidad

En la Fig. 3.12 se muestra la curva de compactibilidad de los polvos con zinc obtenidos
mediante co-cristalizacién en matrices de sacarosa. Estos productos mostraron muy buenas
propiedades de compactacion, permitiendo la formacion de tabletas con valores 6ptimos de
dureza, a bajas fuerzas de compresion (4.7 kN). A valores mayores que 14 kN, la dureza de
los comprimidos alcanzé una meseta en la que no varié en funcién de la fuerza de
compresion. Este comportamiento es caracteristico de materiales que se deforman en forma
plastica, generando mayor area de contacto y fuerzas entre particulas durante la
compactacion que se mantienen posteriormente a la relajacion (Nystrom y col., 1993).
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Figura 3.12. Curva de compactibilidad de los polvos con zinc. Los simbolos representan
los datos experimentales, mientras que la linea representa el ajuste del modelo de Weibull
(Ec. 3.1).
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Segun Castillo y Villafuerte (1995), los perfiles de compactibilidad con una forma
sigmoidea pueden ser ajustados con la siguiente ecuacion basada en la distribucién de

Weibull:
D
In(— In(l—]] =n-nF, +p Ec.3.1
Dmax

donde D es la dureza de las tabletas, Dmax €5 la dureza maxima alcanzada por las tabletas,
Fc es la fuerza de compresion, n y B son la pendiente y la intercepcion de la curva,

respectivamente.

Los perfiles de compactibilidad de los polvos con zinc fueron ajustados al modelo de
Weibull, obteniendo resultados satisfactorios (R%adj=0.998). Este modelo ha sido utilizado
para describir la compactibilidad de celulosas, como un indicativo de su funcionalidad
como excipientes para tabletas (Castillo y Villafuerte, 1995; Sonnergaard, 2006).

10. Propiedades de las formulaciones de las tabletas

Las formulaciones de las tabletas mostraron contenidos de humedad de alrededor de 1.4%,
los cuales son considerados favorables para su manipuleo y para prevenir el deterioro. En
general, estas mezclas presentaron angulos de reposo mayores de 50°. Sin embargo, se
obtuvieron valores de IH entre 1.1-1.3 e IC entre 19-22%, que son caracteristicos de
mezclas con fluidez aceptable (USP 30-NF 25, 2007). Los cambios en esta propiedad, con
respecto a los polvos con zinc sin agregado de diluyente, fueron atribuidos a la alta

cohesividad del almidon de maiz (Jivraj y col., 2000).

11. Propiedades fisicoquimicas de las tabletas
Las propiedades fisicas de los comprimidos con zinc se muestran en la Tabla 3.3. Las
tabletas mostraron buena similitud en peso, lo que favorece la uniformidad en la dosis de

compuesto activo.
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Tabla 3.3. Propiedades fisicas de los comprimidos con zinc

Parametro

Peso promedio (mg) 344 + 12
Espesor (mm) 50x0.2
Densidad (g cm™) 1.3+0.2
Dureza (kg-f) 48+0.2

Tiempo de desintegracion in vitro (min) 4.6 £1.2

Tiempo de desintegracion invivo (min) 3.7+ 1.6

Se obtuvieron valores de dureza caracteristicos de tabletas con propiedades adecuadas para
resistir el desgaste o ruptura durante su manipulacién o procesamiento, particularmente
durante el empaque (Lee, 2007). Los tiempos de desintegracion in vitro e in vivo de los
comprimidos fueron menores de 5 min (Tabla 3.3). Estos valores son considerados
aceptables para formas de dosificacion sélidas administradas por via oral (Ando y col.,
2007; Sugimoto y col., 2006).

Varios autores han demostrado que la dureza de los comprimidos es un factor importante
para el tiempo de desintegracion y el perfil de disolucion (Adiba y col., 2011; Hosseini y
col., 2013). En forma general, las tabletas con alta dureza tardan mas en desintegrase que
las de baja dureza (Lee, 2007). En el presente trabajo fue posible obtener tabletas con
valores de dureza apropiados que se desintegran rapidamente. Este comportamiento fue
atribuido a la alta solubilidad de la sacarosa y el sulfato de zinc y también al efecto
desintegrante del almidén (Raymond y col., 2006).

En la Fig. 3.13 se muestran las micrografias SEM de la superficie y de cortes transversales
de los comprimidos con zinc. Se observé una matriz de alta densidad y con algunos poros.

Ademas se encontraron granulos de almiddn distribuidos homogéneamente.
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Figura 3.13. Micrografias SEM de los comprimidos con zinc y mapeo superficial de la
distribucion de zinc y azufre sobre los materiales.

Mediante el microanalisis EDX se observd una distribucion uniforme de zinc y azufre en el
exterior y en el interior de las tabletas. Sin embargo, se observaron algunas regiones con
mayores concentraciones de ambos elementos, lo que puede ser debido a que el mezclado
de las formulaciones se realizé en forma manual.

El contenido de zinc de las tabletas fue de 4.5+0.5 mg/comprimido, por lo que los
productos cumplen con la definicién establecida por el Codigo Alimentario Argentino para
suplemento dietario, dado que 1 tableta aporta mas del 40% de la ingesta diaria
recomendada (IDR) de Zn (WHO y FAOQ, 2004).

12. Evaluacion sensorial de las tabletas

En la Fig. 3.14 muestra los puntajes para cada atributo obtenidos para las tabletas
comprimidas con zinc. Para mayor claridad de los resultados, la escala heddnica fue
agrupada en tres intervalos de calificacion: 1-3 (me disgusta), 4-6 (me es indiferente) y 7-9

(me gusta mucho).
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Figura 3.14. Atributos sensoriales de las tabletas comprimidas con zinc (barras grises) y de
los comprimidos preparados con una mezcla fisica de los ingredientes (barras negras).
Intervalos de calificacion: 1-3 (me disgusta), 4-6 (me es indiferente) y 7-9 (me gusta
mucho).

Los comprimidos mostraron una aceptabilidad global promedio de 5 puntos,
correspondiente a una posicion neutra de la escala heddnica ("ni me gusta, ni me
disgusta™). Esta calificacion corresponde a un nivel de aceptacién de los consumidores de
alrededor del 55%. Mientras que las tabletas preparadas con la mezcla fisica de los
ingredientes mostraron una aceptabilidad global promedio de 3 puntos, que corresponde a
“me disgusta” en la escala hedonica.

Por otro lado, el 22% de los jueces evaluaron los comprimidos con polvos encapsulados
con zinc con calificaciones entre 7 y 9, el 56% entre 4-6 y el 22% entre 1 y 3. Estos
resultados son considerando muy satisfactorios teniendo en cuenta que los puntajes
obtenidos corresponden al momento en que los comprimidos ya habian sido
completamente desintegrados en la boca. En este sentido, el empleo de polvos con zinc,
obtenidos mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa, en preparaciones de
comprimidos constituye una estrategia potencial para hacer méas agradable al paladar el

sabor astringente de las formas de dosificacion de este mineral.
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Conclusiones parciales

1.

Se obtuvieron polvos con alto contenido de zinc y una alta eficiencia de
encapsulacion.

La co-cristalizacion resulté ser una técnica efectiva para la preparacion de
aglomerados con buenas caracteristicas de compresibilidad y fluidez.

Los productos mostraron valores de contenido de humedad y actividad acuosa
caracteristicos de buena estabilidad.

Se observo una distribucion homogénea de iones zinc y sulfato sobre la
superficie de los aglomerados.

Se desarrollaron tabletas comprimidas con un alto contenido de zinc.

Los sistemas desarrollados para vehiculizacién de zinc (polvos y tabletas)
constituyen una estrategia efectiva para suplir los requerimientos de la
poblacién en riesgo.
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Capitulo 4. SISTEMAS DE CO-VEHICULIZACION DE ZINC Y
EXTRACTOS ANTIOXIDANTES DE YERBA MATE

Introduccion

Los efectos del consumo combinado de antioxidantes y minerales han sido estudiados por
varios autores, encontrando que este tipo de compuestos actian a favor del sistema de
defensa humano no sélo de forma individual, sino también sinérgica y cooperativa
(Amasheh y col., 2009; Carocho y Ferreira, 2013; Hercberg y col., 2004; Jacobs y col.,
2009). En este sentido, el zinc y el extracto de yerba mate tienen grandes ventajas dado a
que ambos poseen propiedades antioxidantes bajo diferentes mecanismos de accion
(Gugliucci, 1996; Powell, 2000). Ademas, cada compuesto posee una gran variedad de
propiedades biologicas, algunas de las cuales fueron mencionadas en los capitulos
anteriores.

La vehiculizaciéon de dos o mé&s compuestos activos con accion complementaria en una
misma matriz (comprimido, capsula o polvo) es una estrategia cominmente empleada por
la industria farmacéutica. Esta metodologia tiene importantes ventajas, con respecto a la
dosificacion individual, dado que favorece el efecto sinérgico de los compuestos activos,
reduce la frecuencia de dosificacion y a su vez los efectos secundarios (Wang y col., 2011,
Zhang y col., 2007). Sin embargo, se requiere la evaluacién de posibles incompatibilidades
entre los compuestos activos, que puedan afectar su funcionalidad biolégica o quimica.
Varios estudios han informado acerca de las interacciones entre los polifenoles y otros
compuestos tales como fibras y proteinas (Arts y col., 2001; Papadopoulou y Frazier, 2004;
Saura-Calixto, 2010). Este tipo de interacciones puede darse principalmente por puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofobicas y enlaces covalentes (Saura-Calixto, 2010). Por otro
lado, se ha encontrado que algunos compuestos fendlicos, como los flavonoides, pueden
formar complejos con el hierro y el cobre (Brown y col., 1998; De Souza y De Giovani,
2004; Kuo y col., 1998; Makris y Rossiter, 2000). Sin embargo, pocos estudios han sido
reportados acerca de reacciones entre el zinc y los compuestos fenolicos (De Souza y De
Giovani, 2005). Los objetivos de este capitulo fueron desarrollar sistemas para co-
vehiculizacion de zinc y extracto de yerba mate (polvos y tabletas), evaluar el efecto del
proceso de co-cristalizacion sobre los compuestos activos y analizar las propiedades

fisicoquimicas de los productos obtenidos.
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Materiales y métodos

1. Preparacion de polvos con zinc y extracto de yerba mate mediante co-cristalizacion
en matrices de sacarosa

Los polvos con zinc y extracto de yerba mate fueron obtenidos usando el mismo protocolo
descripto para la preparacion de los productos con cada compuesto activo individual
(Capitulos 2 y 3). Se prepararon mezclas de sacarosa comercial (100 g), sulfato de zinc
(7.0 g) y extracto de yerba mate (20 mL). Estas mezclas fueron concentradas por
calentamiento a 80°C y luego enfriadas rapidamente manteniendo la agitacion. Los polvos
obtenidos se secaron a 40°C por 15 h, luego se molieron y se pasaron a través de una malla
de 500 pm. Finalmente, los polvos se colocaron en bolsas plésticas y se almacenaron en

desecadores con silica gel hasta su analisis.

2. Caracterizacion de los polvos con zinc y extracto de yerba mate

La preparacion de las muestras y las condiciones en las que se realizaron los ensayos de
caracterizacion fueron similares a las descriptas en los capitulos anteriores. Se determino el
contenido de humedad (%) y la actividad acuosa de los polvos (AOAC, 1999).

El contenido de polifenoles totales fue determinado mediante el método de Folin-Ciocalteu
y los principales compuestos fenolicos y la cafeina mediante HPLC. La concentracion de
zinc se determiné por espectroscopia de absorcion atdmica. La eficiencia de encapsulacion

(%EE) se calcul6 con la siguiente ecuacion:

9%EE = [LC] x100 Ec.4.1
Y

donde L. es la masa encapsulada (g) de cada compuesto activo y Lo la cantidad (g) inicial
adicionada a la formulacion.

La actividad antioxidante fue determinada mediante el método del radical libre DPPHe.
Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion (%l).

Los polvos fueron también analizados mediante espectroscopia de infrarrojo con

transformada de Fourier (FT-IR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y difraccion de
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rayos X. La fluidez fue evaluada mediante el angulo dindmico de reposo y los indices de
Hausner y Carr (USP 30-NF 25, 2007).

La estabilidad de los polvos fue analizada en términos de la cinética de ganancia de agua,
la higroscopicidad y los cambios morfoldgicos de los productos a través de SEM y EDX.

Previamente, todas las muestras fueron almacenadas a 75% HR y 20°C.

3. Formulacion y preparacion de los comprimidos

Para la preparacion de los comprimidos, los polvos con zinc y extracto de yerba mate
(80g/100g de mezcla) fueron mezclados con almidén de maiz (20g/100g de mezcla), para
diluir la dosis del mineral a concentraciones correspondientes al 40% de la ingesta diaria
recomendada (WHO y FAQO, 2004). Las formulaciones fueron adicionadas con estearato de
magnesio (1g/100g de mezcla) para evitar la adhesion de las mezclas a la matriz y/o
punzones de la compresora. Todos los ingredientes fueron pasados a través de una malla de
500 um antes de su uso. Previo a la compresion, se determino el contenido de humedad y
la fluidez de las mezclas (USP 30-NF 25, 2007).

Finalmente, las formulaciones fueron comprimidas directamente utilizando la compresora
mono-punzon descripta en el capitulo anterior. Se realizaron los ajustes necesarios para

obtener comprimidos entre 410-460 mg y de diametro constante (9 mm).

4. Caracterizacion de las tabletas

Las principales caracteristicas fisicas de las tabletas fueron determinadas mediante los
métodos recomendados por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 30-NF 25, 2007),
descriptos en el Capitulo 3. Se realizaron ensayos de uniformidad en peso, didmetro,
espesor, densidad, dureza y tiempo de desintegracion.

El contenido de compuestos fendlicos se determind mediante los métodos de Folin-
Ciocalteu y HPLC. La concentracion de zinc fue determinada mediante espectroscopia de

absorcion atébmica.
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Resultados y discusion

1. Eficiencia de encapsulacion y contenido de compuestos activos de los polvos

Los productos con zinc y extracto de yerba mate (CYZn) mostraron eficiencias de
encapsulacion de alrededor del 60% para ambos compuestos. Este valor es
significativamente menor que el obtenido para cada compuesto co-cristalizado en forma
individual: 85% para el extracto de yerba mate (CY10) y 98% para el zinc (CZn).

Los contenidos de compuestos activos de los productos fueron: 1.3 £ 0.3 mg polifenoles/ g
polvo y 10.2 + 1.4 mg Zn/ g polvo. La co-cristalizacion simultanea de zinc y extracto de
yerba mate en matrices de sacarosa provocO una disminucion del 37% del contenido de
zinc y del 25% en el contenido de polifenoles respecto de CZn y CY10, respectivamente.
Se observé un efecto similar sobre la capacidad antioxidante; los polvos CY10 mostraron
una actividad inhibitoria frente al radical DPPH del 75%, mientras que los polvos CYZn
mostraron un porcentaje de inhibicion del 33%. Este valor corresponde a una disminucion
de la actividad anti-radical de alrededor del 56%, con respecto a CY10.

En la Fig. 4.1 se muestran los cromatogramas HPLC de los productos obtenidos por co-

cristalizacion simultanea de zinc y extracto de yerba mate en matrices de sacarosa (CYZn).
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Figura 4.1. Cromatogramas HPLC de los polvos con zinc y extracto yerba mate (CYZn).
Longitud de onda de deteccion: cafeina: 275 nm, acido clorogénico: 330 nm y rutina: 360
nm.
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En los productos CYZn se detect6 la presencia de acido clorogénico, rutina y cafeina,
mediante la comparacion de sus espectros DAD y los tiempos de retencion con estandares
puros. No se detectd la presencia de acido cafeico probablemente por encontrarse su
concentracion por debajo del limite deteccidn del equipo. En la Tabla 4.1 se muestran las
concentraciones de polifenoles y cafeina de los polvos con zinc y extracto de yerba mate
(CYZn), determinadas por HPLC. Ademas se muestran las concentraciones de polifenoles

de los productos CY10, presentadas anteriormente en el Capitulo 2, para comparacion.

Tabla 4.1. Concentraciones de compuestos fendlicos y cafeina, determinadas por HPLC,
presentes en los polvos con extracto yerba mate (CY10) y con extracto y zinc (CYZn).

Comp_uesto Solucion cY10 cYzn
Activo precursora
ma/a polvo ma/ o 0olvo Eficiencia ma/ a polvo Eficiencia

g/gp g/gp (%) g/gp (%)

Acido clorogénico 0.42 +0.004  0.26 + 0.02 61.1 0.14 + 0.007 324

Acido cafeico 0.010 £ 0.001 0.013 +0.003 126.6 nd Nd

Rutina 0.18 +0.01 0.07 +0.03 38.9 0.05 + 0.007 26.7

Cafeina 0.35+0.001 0.23 +0.01 66.2 0.10 + 0.004 30.6

nd: no detectado

Los polvos CY10 mostraron un descenso en el contenido de acido clorogénico, rutina y
cafeina en relacion a la cantidad adicionada a la formulacion. En contraste, en estos
productos se encontré una mayor cantidad de acido cafeico que la inicial. Como se
menciond en el Capitulo 2, los &cidos clorogénicos son una familia de ésteres formada por
el &cido quinico y los &cidos trans-cinamicos, mas comunmente cafeico, p-cumarico y
acido ferdlico (Jaiswal y col., 2010). En este sentido, el incremento en la concentracion de
acido cafeico puede ser atribuido a la degradacion del acido clorogénico y sus compuestos
relacionados, generando sus acidos constitutivos.

En el caso de los polvos con zinc y extracto de yerba mate (CYZn) se observo una mayor
reduccion en el contenido de acido clorogénico, rutina y cafeina; y la presencia de acido
cafeico no fue detectada. Estas observaciones sugieren que la pérdida importante de la
capacidad antioxidante de los productos CYZn pudo ser debida principalmente a la
degradacion parcial de los acidos clorogénicos y sus derivados y a posibles interacciones

entre el &cido cafeico y el zinc, dando a lugar a compuestos con actividad antioxidante
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menor o nula. Makris y Rossiter (2000) estudiaron el efecto de la temperatura y la
presencia de metales de transicion (Cu™ y Fe*?) sobre la estabilidad quimica de
flavonoides (rutina y quercetina). Estos autores encontraron que dichos compuestos son
muy susceptibles a la degradacion por temperatura en presencia de oxigeno y que ademas

este efecto es més acelerado en presencia de metales de transicion.

2. Contenido de humedad, actividad acuosa y analisis SEM de los polvos con zinc y
extracto de yerba mate

Los productos mostraron valores de contenido de humedad de 0.6% Yy de actividad acuosa
(aw) de 0.56. Estos resultados fueron similares a los obtenidos para CY10 e inferiores a los
de CZn. De acuerdo con Fu y Labuza (1993) y Fennema y Tannenbaum (1996), en los
alimentos con a, inferior a 0.6 no ocurre proliferacion microbiana, por lo que estos
productos pueden ser considerados muy estables en este sentido.

En la Fig. 4.2 se muestra la distribucién de zinc y azufre sobre la superficie de los polvos

con zinc y extracto de yerba mate.

Distribucion de azufre

Producto co-cristalizado CYZn Distribucion de zinc
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Figura 4.2. Distribucion de zinc y azufre sobre la superficie de los polvos con zinc y
extracto de yerba mate determinada mediante SEM y microanalisis de EDX.

Similar a lo observado para los polvos con zinc sin extracto de yerba mate (Capitulo 3), los
productos mostraron una distribucion homogénea de zinc sobre la superficie. Sin embargo,

en algunas regiones la distribucién de azufre no fue uniforme.
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3. Estabilidad térmica y patrones de difraccion de rayos X
En la Fig. 4.3 se muestran los termogramas DSC de los polvos con zinc y extracto de yerba

mate (CYZn), obtenidos mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa.

Flujo de Calor (W/g) ——>

. —— ——
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Temperatura (°C)

Figura 4.3. Termogramas DSC de los polvos con zinc y extracto de yerba mate (CYZn)
obtenidos mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa.

Se observd una endoterma alrededor de 49°C (AH=7.6 J/g), también detectada en el
termograma del sulfato de zinc (Fig.3.6). Ademas se encontré una banda ancha alrededor
de 178°C (AH=253 J/g), atribuida a la fusion simultdnea de los compuestos activos y la
matriz encapsulante. Para los polvos CY10 y CZn, dicha endoterma fue detectada a 187
(AH=86.4 J/g) y 201°C (AH=165 J/g), respectivamente. El corrimiento de esta transicion
térmica hacia valores menores de temperatura puede ser atribuido a la degradacion de los
compuestos activos durante el proceso de co-cristalizacion.
Con respecto a los patrones de difraccion de rayos X, las muestras CYZn mostraron picos
agudos bien definidos, indicando que la matriz se mantiene en estado cristalino luego del
proceso de co-cristalizacion. La mayoria de las sefiales de los polvos CYZn, excepto el
pico a 20= 11.7°, mostraron mas baja intensidad en comparacion con los aglomerados
control, atribuida a una disminucion en el grado de cristalinidad de la muestra.
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4. Andlisis de interacciones mediante FT-IR

El espectro de IR obtenido para los polvos con zinc y extracto de yerba mate se muestra en
la Fig. 4.4.

Transmitancia (%)
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Figura 4.4. Espectro de infrarrojo de los productos con zinc y extracto yerba mate
obtenidos mediante co-cristalizacion en matrices de sacarosa.

Los productos mostraron un espectro similar al de la sacarosa detectando las principales
sefiales a 3319, 2941, 2983, 1122, 1069, 1061, 1059, 1011, 995 y 941 cm™ (Brizuela y col.,
2012; Gopi y col., 2013). No se observaron bandas atribuibles a interacciones entre los
compuestos activos, probablemente debido a la baja concentracion de éstos en relacion a la
sacarosa.

De Souza y De Giovani (2005) estudiando interacciones entre flavonoides y metales (Zn*?
y Al*®) mediante espectroscopia de IR, observaron cambios en la ubicacién de las bandas
correspondientes a los grupos carbonilos (C=0) y éstos fueron atribuidos a la formacién de
interacciones entre ellos. Ademas observaron una mayor actividad antioxidante para los
complejos, con respecto a los flavonoides libres, debida a una disminucion en sus
potenciales de oxidacion.
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5. Propiedades de flujo de los polvos con zinc y extracto de yerba mate

Los polvos con zinc y extracto de yerba mate (CYZn) mostraron valores de angulos de
reposo de 39.9° e indices de Hausner de 1.1. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos para los aglomerados control y los polvos con extracto de yerba mate (CY10).
En cambio, los productos con ambos compuestos activos CYZn mostraron mejores
propiedades de fluidez con respecto a los polvos con zinc (angulo de reposo=47° e IH=
1.2).

Por otro lado, las muestras CYZn presentaron valores de indices de Carr de alrededor del
13%, caracteristicos de materiales con buena fluidez y compresibilidad (USP 30-NF 25,
2007). Valores similares fueron obtenidos para los polvos con zinc (IC=12%), mientras
que los productos con extracto de yerba mate (CY10) mostraron valores menores de IC
(4%) correspondientes a mejores propiedades de compresibilidad. Como se menciond en el
Capitulo 2, es posible que este extracto actie como ligante favoreciendo la formacion de
uniones entre particulas, bajo presién (Nystrom y col., 1993; Raymond y col., 2006).

6. Estabilidad fisicoquimica de los polvos con zinc y extracto de yerba mate

Respecto a la estabilidad de los polvos durante el tiempo de almacenamiento, la Fig. 4.5
muestra el contenido de humedad de los aglomerados control y los productos con zinc y
extracto de yerba mate.
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Figura 4.5. Contenido de humedad en funcion del tiempo de la muestra control (0) y los
productos con zinc y extracto de yerba mate (m) bajo condiciones de 75% HR y 20°C.
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Los polvos con zinc y extracto de yerba mate presentaron un incremento en su contenido
de humedad desde 0.6 a 1.3% luego de 30 dias, mientras que el contenido de humedad de
la muestra control se mantuvo constante a lo largo del ensayo. La ganancia de agua de
estos productos fue atribuida al aumento de su tendencia a adsorber vapor de agua del
ambiente, debido a la deshidratacion sufrida por la sal durante el proceso de co-
cristalizacion.

Con respecto a la higroscopicidad, se obtuvieron valores de alrededor de 0.74%,
caracteristicos de productos poco higroscopicos. Por otro lado, la higroscopicidad de los
productos con extracto de yerba mate y zinc fue mayor que las de las muestras control
(0.014%), pero menor que la de los polvos conteniendo solo zinc (2%). Como ya se
menciono, los bajos valores de higroscopicidad de los polvos constituyen una ventaja
importante para estos productos debido a que pueden conservarse en empaques de menor
costo.

En la Fig. 4.6 se muestran micrografias SEM de los polvos con zinc y extracto de yerba
mate antes y después de almacenados 30 dias a 75% HR y 20°C. Los polvos no mostraron

apelmazamiento ni cambios importantes en su morfologia.

Tiempo inicial Al final del almacenamiento

Figura 4.6. Micrografias SEM de los polvos con zinc y extracto de yerba mate antes y
después de almacenados 30 dias a 75% HR y 20°C.

Con respecto al contenido de compuestos activos, no se encontraron cambios significativos

en el contenido de polifenoles totales durante el almacenamiento (p>0.05). Sin embargo, se

observo un aumento en la actividad antioxidante de los productos (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Contenido de polifenoles totales (barras negras) y actividad antioxidante
(barras grises) de los polvos con zinc y extracto de yerba mate antes y después de
almacenados 30 dias a 75% HR y 20°C.

El contenido de zinc (10.2 + 1.4 mg Zn/ g polvo) se mantuvo constante hasta el final del
almacenamiento. Los valores bajos de contenido de humedad, actividad acuosa e
higroscopicidad de estos polvos constituyen una ventaja importante para su estabilidad
previniendo posibles interacciones entre los compuestos activos y manteniendo sus

propiedades fisicoguimicas.

7. Tabletas comprimidas con zinc y extracto de yerba mate

7.1. Propiedades de las formulaciones de los comprimidos

Las formulaciones de los comprimidos conteniendo polvos con zinc y extracto de yerba
mate y almidon de maiz (diluyente) mostraron contenidos de humedad de alrededor de
1.6%. Con respecto a la fluidez, se obtuvieron angulos de reposo mayores de 50°. Sin
embargo, los indices de Hausner y Carr fueron de 1.2 y 19.2%, respetivamente;
caracteristicos de materiales con fluidez aceptable (USP 30-NF 25, 2007).
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7.2. Propiedades fisicas de los comprimidos

Las propiedades fisicas de los comprimidos con zinc y extracto de yerba mate se muestran
en la Tabla 4.2. Como en el caso de las tabletas con solo zinc, los comprimidos con ambos
compuestos activos mostraron buena uniformidad en peso, lo cual es favorable desde el

punto de vista de la dosificacion.

Tabla 4.2. Propiedades fisicoquimicas de los comprimidos con zinc y extracto de yerba
mate.

Parametro

Peso promedio (mg) 437 £ 25
Espesor (mm) 50x£0.2
Densidad (g cm™) 1.4+0.3
Dureza (kg-f) 7.7+20

Tiempo de desintegracion in vitro (min) 5.8+ 0.6

Se obtuvieron valores de dureza de alrededor de 7 kg-f, los cuales son considerados
adecuados para el manipuleo de las tabletas (Lee, 2007). Estos fueron menores a los
observados para los comprimidos obtenidos a partir de los polvos con solo zinc (4.8 kg-f).
El incremento en la dureza fue atribuido al efecto sinérgico del extracto de yerba mate
como ligante y las buenas propiedades de compactibilidad del sulfato de zinc.

Con respecto a los tiempos de desintegracion, se obtuvieron valores menores de 10 min
que son considerados Optimos para formas de dosificacion solidas administradas por via
oral (Tabla 4.2).

Por otro lado, se observd una distribucion homogénea de zinc y azufre en la superficie y en
interior de las tabletas con zinc y extracto de yerba mate (Fig. 4.8). Ademas, se
encontraron zonas con granulos de almidon, éstos no se encontraron homogéneamente
distribuidos en la matriz probablemente debido a efectos de segregacion de las

formulaciones y al mezclado manual.
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Distribucion de azufre

Superficial 7 Distribucion de zinc

e S

Figura 4.8. Distribucion de zinc y azufre en los comprimidos con zinc y extracto de yerba
mate determinada mediante SEM y microanalisis de EDX.

7.3. Contenido de compuestos activos de las tabletas

Con respecto al mineral, se determind una concentracion de 4.14 + 0.68 mg Zn por tableta.
Dicha concentracién es similar a la de los comprimidos con solo zinc en su composicion,
debido a que en el proceso de preparacion se ajusto el peso de las tabletas para mantener la
misma dosis (40% de la IDR para adultos) (WHO y FAO, 2004).

En el caso de los polifenoles se hallé una concentracién de 0.53 + 0.07 mg por tableta.
Ademas, estos comprimidos mostraron una buena contribucién de polifenoles totales (1.2
mg de polifenoles/ g tabletas) en relacion a la ingesta diaria de estos compuestos desde el
consumo de frutas y verduras (alrededor de 5 mg/g solido seco) (Saura-Calixto y Gofii,
2006). En la Tabla 4.3 se muestran las concentraciones de acido clorogénico, rutina y

cafeina presente en los comprimidos, determinadas por HPLC.
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Tabla 4.3. Concentraciones de compuestos fendlicos y cafeina de los comprimidos con
extracto de yerba mate y zinc.

Compuesto activo mg/ g comprimido
Acido clorogénico 0.24 +0.03
Acido cafeico nd

Rutina 0.08 + 0.002
Cafeina 0.20 £ 0.02

nd: no detectado.
Actualmente, no se ha establecido una ingesta diaria recomendada para compuestos

fendlicos. Sin embargo, el consumo de estas tabletas se encuentra limitado a un maximo de
3 tabletas por dia, considerando la IDR de zinc (WHO y FAO, 2004).
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Conclusiones parciales

1.

La co-cristalizacion simultanea de zinc y extracto de yerba mate en matrices de
sacarosa provoco una fuerte disminucion en el contenido de estos compuestos y un
descenso significativo en la actividad anti-radical del extracto.

Los polvos con zinc y extracto de yerba mate obtenidos mediante co-cristalizacion
mostraron buenas caracteristicas de compresibilidad y fluidez.

Los compuestos activos co-cristalizados en matrices de sacarosa mostraron una
buena estabilidad fisicoquimica durante el almacenamiento.

Se observé una distribucion homogénea de zinc en el exterior y el interior de las
tabletas.

Los comprimidos con zinc y extracto de yerba mate mostraron valores 6ptimos de

dureza y de tiempo de desintegracion in vitro para su dosificacion por via oral.

113



Capitulo 5. SISTEMAS COMPARTIMENTALIZADOS PARA CO-
VEHICULIZACION DE ZINC Y ANTIOXIDANTES DE YERBA
MATE

Introduccion

Los desafios actuales en la industria de alimentos han generado la necesidad de obtencién
de productos funcionales con varios principios activos, que sean de fécil manipuleo,
estables, versatiles y de bajo costo. Sin embargo, durante las operaciones de produccion y
almacenamiento algunos compuestos pueden interaccionar con la matriz u otros
componentes del sistema generandose una pérdida de actividad (Papadopoulou y Frazier,
2004; Parada y Aguilera, 2007).

La compartimentalizacion constituye una estrategia actual para la vehiculizacion de varios
compuestos activos, con diferente actividad biolégica o quimica, sin que se afecten sus
propiedades funcionales. Esta metodologia permite el aislamiento y la proteccion de cada
compuesto evitando las interacciones y el deterioro entre ellos. En los sistemas
compartimentalizados, los compuestos activos son atrapados previamente en distintos
encapsulantes y luego éstos se combinan para formar una sola matriz (Hosseini y col.,
2013; Regmer Rassing, 1994). Otra estrategia empleada es la aplicacion de un
recubrimiento (“coating”, en inglés) a cada ingrediente previo a la mezcla (Cho y Park,
2002; Ivanova y col., 2005).

El almidon es utilizado ampliamente en las industrias de alimentos y farmacéuticas debido
a que es de facil disponibilidad, no toxico, biodegradable y de bajo costo (Smigielska y
col., 2005; Vilivalam y col., 2000). A diferencia de otros polimeros, el almidon se
encuentra en la naturaleza como complejas particulas discretas con ordenamiento radial
denominadas granulos. Estos estan constituidos mayormente por una mezcla de dos
polisacaridos: amilosa y amilopectina (Fennema y Tannenbaum, 1996). En la fabricacion
de formas de dosificacion, el almidon es empleado comunmente como diluyente,
disgregante, ligante y espesante (Jivraj y col., 2000). Otra aplicacion importante para este
polimero es su uso como material inerte de relleno de capsulas. Con el agregado de
almidon se ha observado un aumento de la resistencia mecanica, la conservacion de la

forma y del tamafio de las capsulas, mayor estabilidad del material encapsulado durante el
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almacenamiento y un efecto modulador de la velocidad de liberacién de compuestos
hidrofilicos (Chan y col., 2011; Lopez-Cordoba y col., 2013, 2014c; Rassis y col., 2002).

La funcionalizacion de almidon con compuestos bioactivos constituye una nueva estrategia

para formulacion de productos de interes para la salud. Varios autores han investigado la

capacidad del almidon de formar complejos con metales de transicion y de atrapar

compuestos tales como: drogas, aromatizantes, vitaminas, entre otros. En la Tabla 5.1 se

muestran algunos de los estudios reportados en literatura referentes a almidones

funcionalizados con compuestos activos.

Tabla 5.1. Estudios reportados en literatura referentes a almidones funcionalizados con

compuestos activos.

Material encapsulante

Compuestos activos

Referencia

Amilosa, almidon de maiz

comun, ceroso (“waxy”) y alta

amilosa

Almidon de papa y almidon de

maiz ceroso

Almidén de maiz tratado con alta

presion

Almidon de mandioca nativo y

modificado

Almidon de maiz ceroso
acetilado y fosforilado
Almidén de papa nativo y
acetilado

Almidén de maiz nativo y

modificado enzimaticamente
Amilopectina, almidon de papa,

Mentol, mentona y limoneno

Curcumina, timol, &cido
ascorbico, ibuprofeno,
benzocaina y sulfapiridina.
Extracto de yerba mate
[-caroteno

Aceite esencial de naranja
Acido galico

Aceite de menta

Metales de transicion (Co®*, Cr**,

almidén de maiz comin y ceroso  Cu %, Fe **, Mn #" y Zn%)

Ades H. (2012)

Janaswamy (2014)

Deladino y col. (2014)
Loksuwan (2007)

Murua-Pagola y col.
(2009)
Robert y col. (2012)

Zhao y col. (1996)

Ciesielski y col. (2003),
Ciesielski y Tomasik
(2003), Lii y col. (2002),
Staroszczyk y Janas
(2010), Fernéndez y col.
(2008), (Smigielska y col.,
2005) y Luo y col. (2013a)

El objetivo de este capitulo fue desarrollar sistemas compartimentalizados para la

vehiculizacion simultanea de zinc y extracto de yerba mate. Se analizé la capacidad del

almiddn de maiz nativo de transportar zinc y se caracterizaron los sistemas obtenidos.
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Materiales y métodos

1. Preparacion de los sistemas compartimentalizados
En la Fig. 5.1 se muestra una representacion esquematica del proceso de produccion de

comprimidos compartimentalizados con extracto de yerba mate y zinc.

Almidon de maiz

. Sulfato de zinc
nativo

Mezcla de almidon- sulfato de zinc

O
Agitacion
U

Centrifugacion [> Sobrenadante

O

Secado/ Molido

U

Almidon cargado con
zine

b

Extracto de yerba mate E:>
co-cristalizado con sacarosa

Mezclado

Zn 'y extracto de @
yerba mate @

Compresion

Comprimido con

Figura 5.1. Representacion esguematica del proceso de produccion de tabletas

compartimentalizadas con extracto de yerba mate y zinc.
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A continuacion se detallan cada una de las etapas del proceso:

1.1. Preparacion y caracterizacion de los almidones cargados con zinc

Los almidones cargados con zinc fueron obtenidos usando la metodologia descripta en
trabajos anteriores (LOpez-Cdérdoba, 2012; Lopez-Cordoba y col., 2014b). Se prepard una
suspension (10 g/100 mL) de almidon de maiz (Molinos Rio de La Plata, Argentina) en
agua Milli-Q. A esta suspension se le adicion6 1.32 g de sulfato de zinc heptahidratado/g
almidon. La mezcla se coloco en tubos herméticos y se llevaron a un agitador orbital por
15 h a 25°C y 180 rpm. Luego los tubos se centrifugaron (20 min a 300g) y se descarto el
liquido sobrenadante. Los productos obtenidos se secaron a 30°C durante 48 h, luego
fueron molidos y se almacenaron en recipientes herméticos hasta su andlisis. El porcentaje

de adsorcion de zinc sobre los granulos se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

% de adsorcién de Zn = [ Mt jxloo Ec.5.1
mSol

donde msg; es la masa de zinc por gramo de almidon cargado con zinc y mse €s la masa de
zinc por gramo de almidén nativo, empleada en la formulacion.
La morfologia de los almidones cargados con zinc y de los granulos de almidén nativo fue
analizada mediante microscopia de barrido confocal. Se realiz6 la observacién de granulos
intactos y de secciones transversales obtenidas por crio-fractura. Previo al analisis, se
prepararon suspensiones de las muestras (5 mg/mL) y a éstas se les adicion6 isotiocianato
de fluoresceina (0.3 mg/mL) como marcador. Se empleé un equipo LEICA TCS SP5
(Mannheim, Alemania) equipado con laser de Ar y HeNe. Las longitudes de onda de
excitacion y emision fueron 488 y 518 nm, respectivamente. Las imagenes fueron
adquiridas usando el objetivo de inmersién en aceite HCX PL APO CS 63.0x1.40 y con
una resolucion de 1024 x 1024 pixeles. El andlisis de imégenes se realiz6 empleando el
programa LAS AF version 2.2.1. build 4842.
Se realizd un mapeo de zinc y azufre sobre la superficie de los granulos mediante SEM-
EDX. Se empled un equipo ZEISS DSM-969 equipado con unidad EDX (ISIS-LINK,
Oxford Inst., Alemania). Las muestras se adhirieron con una cinta de doble faz sobre los
porta-muestras cilindricos y se recubrieron con carbon conductor.
Los almidones también fueron analizados mediante difraccion de rayos X. El grado de
cristalinidad (GC) se calcul6 como el cociente entre el area de absorcion atribuida a la
region cristalina y el area total del difractograma de la muestra (Mali y col., 2002).
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La integracion de las areas fue llevada a cabo usando el programa OriginPro 8. La
identificacion de los principales grupos funcionales presentes en las muestras se realizo
mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR), como fue
descripto en el Capitulo 2.

La conductividad es una medida utilizada cominmente para evaluar la formacion de
complejos de almidén y metales de transicién (Luo y col., 2013b). Se prepararon
soluciones acuosas (0.5 mol/L) de sulfato de zinc y suspensiones (5 g/100 mL de agua
Milli-Q) de almidon de maiz nativo y de los vehiculos almidén-zinc. Se midié la
conductividad de estas muestras utilizando un conductimetro (Mettler Toledo, EE.UU.) a
20°C.

1.2. Preparacion de los comprimidos compartimentalizados

Se emplearon los polvos con extracto de yerba mate CY10 (1.8 mg/g producto). El
protocolo de preparacion y las caracteristicas fisicoquimicas de estos materiales se
describieron en el Capitulo 2. Las curvas de compactibilidad de los polvos CY10 (fuerza
de compresion vs. dureza del comprimido) se obtuvieron en forma similar a lo descripto
para los polvos de zinc en el Capitulo 3.

Se evaluaron distintas concentraciones de almidon para encontrar la dosis de este material
que permitiera la mayor incorporacién de zinc al sistema y obtener tabletas con
caracteristicas Optimas. Se prepararon formulaciones conteniendo polvos CY10 o sus
mezclas con almidén de maiz nativo (Unilever, Espafia) en distintas proporciones (Tabla
5.2).

Tabla 5.2. Formulaciones de los comprimidos obtenidos a partir de polvos con extracto de
yerba mate y sus mezclas con almidon de maiz. Peso de un comprimido= 450 mg.

Ingrediente TY1 TY?2 TY3 TY4
Polvo con extracto de yerba 445 5 378.7 356.4 3118
mate (mg)

Almidén de maiz nativo i 66.8 89.1 133.7
(mg)

Estearato de magnesio (mg) 4.5 4.5 4.5 4.5
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Adicionalmente, se prepararon formulaciones mezclando sacarosa comercial y almidon de
maiz, para comparacion. En todos los casos las mezclas fueron adicionadas de estearato de
magnesio (Bago, Argentina) y los ingredientes fueron pasados a través de una malla de 500
um antes de su uso.

Previo a la compresion, se determind el contenido de humedad, el dngulo de reposo, el
indice de Hausner (IH) y el indice de compresibilidad de Carr (IC) de las mezclas.

Las formulaciones en polvo fueron comprimidas segun lo descripto en el Capitulo 3,
ajustando la compresora mono-punzon para obtener tabletas con pesos entre 400-450 mg y

didmetro constante de 9 mm.

2. Caracterizacion de los comprimidos compartimentalizados

Las tabletas obtenidas a partir de las formulaciones seleccionadas fueron caracterizadas
siguiendo los métodos recomendados por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 30-
NF 25, 2007). Se realizaron ensayos de uniformidad en peso, didmetro, espesor, densidad,
dureza y tiempo de desintegracion in vitro. Estos protocolos fueron descriptos en el
Capitulo 3.

El contenido de compuestos fendlicos se determind mediante los métodos de Folin-
Ciocalteu y HPLC. La concentracion de zinc fue determinada mediante espectroscopia de
absorcion atomica. El analisis morfoldgico de la superficie exterior e interior de los
comprimidos se realizd mediante microscopia SEM. Los atributos sensoriales de las
tabletas fueron evaluados por un panel conformado por 10 jueces no entrenados, usando
una escala heddnica de 9 puntos (1 = “me disgusta mucho”; 5= ni me gusta, ni me

disgusta; 9 =“me gusta mucho”).

3. Ensayos de liberacién in vitro

El ensayo de liberacion se realiz6 empleando un método adaptado de la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP 30-NF 25, 2007). Se introdujo una cantidad conocida de muestra en
un Erlenmeyer conteniendo 20 mL de agua Milli-Q y se llevé a un agitador orbital (Lab-
Line Instruments, EE.UU.) a 37°C y 120 rpm.
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Se tomaron alicuotas del sobrenadante a diferentes tiempos y se determiné la cantidad de

cada compuesto activo liberada mediante la siguiente ecuacion:

m

% Liberacion = [mtJ x100 Ec.5.2
donde my, corresponde a la masa de compuesto activo liberada a tiempo t y m,, es la masa
de compuesto activo cargada inicialmente en las muestras. La masa de polifenoles totales
se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu y la cantidad de zinc mediante
espectroscopia de absorcion atémica.

La comparacion entre los perfiles de liberacion de los compuestos activos desde los
diferentes sistemas se realizd calculando el factor de similitud (f;) mediante la siguiente

ecuacion:

-0.5
q
f, =50log {1—(3)2(& -T, )Z} x100 Ec.5.3

t=1

donde q es el nimero de tiempos de disolucion ensayados, R; y T son los porcentajes de
compuesto activo liberados a cada tiempo de las dos muestras comparadas. Valores de f;
entre 50 y 100 son caracteristicos de perfiles de liberacion similares (Costa y Sousa Lobo,
2001).

Los perfiles de liberacion de los compuestos activos se analizaron mediante diferentes
modelos matematicos semi-empiricos. Los parametros de cada ecuacion fueron calculados

mediante el software DDSolver (Zhang y col., 2010).

e Modelo de la ley de la potencia (Korsmeyer y Peppas,1986):

—t—k-t" Ec.5.4

donde m¢/m.,., representa la fraccion de compuesto activo liberada a tiempo t, k es una
constante relacionada con caracteristicas estructurales y geométricas del sistema y n es el
exponente que indica el tipo de mecanismo de liberacién involucrado. Este modelo es

valido para fracciones m¢/m,, < 0.6 (Korsmeyer y col., 1986; Ritger y Peppas, 1987).
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e Modelo de difusion-relajacion (Peppas y Sahlin, 1989):
ﬂ:kd .tm+kr.t2'm Ec5.5
m

o0

donde kg y k representan las constantes de los mecanismos de difusion y relajacion,
respectivamente; y m es el exponente difusional. En la Ec. 5.5 el primer término
corresponde a la contribucion difusional, mientras que el segundo término representa la
contribucion de la relajacion del caso 11, del modelo de Korsmeyer y Peppas (Korsmeyer y
col., 1986; Peppas y Sahlin, 1989).

e Modelo cinético de primer orden:

—t =g Ec.5.6

donde k; es la constante cinética.

Resultados y discusion

1. Almidones cargados con zinc

El contenido total de zinc cargado en el almidén fue de 38 mg/g. Esta concentracion
corresponde al 12 % de la cantidad inicial de mineral utilizada en la formulacion. El bajo
rendimiento de adsorcién de mineral pudo ser debido a que las concentraciones de Zn*2
empleadas para la formulacién de los vehiculos superaban inicialmente los sitios de unién
de mineral y el area de adsorcion disponible del almidén nativo. Luo y col. (2013a)
informaron rendimientos mayores en la formacion de complejos de zinc con almidén de
mandioca modificado enziméaticamente, empleando concentraciones de acetato de zinc
entre 0.05-2 mol/L en la solucién precursora.

En la Fig. 5.2 se muestran las micrografias obtenidas por microscopia confocal de los

almidones nativos y los cargados con zinc.
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Figura 5.2. Micrografias de granulos intactos de almidén de maiz nativo y cargado con
zinc (ay ¢) y de secciones transversales (b y d), respectivamente. Barra de escala=7um.

Los almidones cargados con zinc mostraron granulos bien conservados, similares a los del
almidon nativo, indicando que el proceso de preparacion no tuvo ningun efecto sobre la
morfologia de los granulos. Ademas, en las dos muestras se observd la presencia de
canales internos. Chen y col. (2011) y Huber y BeMiller (2000) observaron resultados
similares. Ademas, mediante SEM-EDX, se observo una distribucion uniforme de zinc y
de azufre sobre la superficie de los almidones vehiculo (Fig. 5.3).

De acuerdo a Ciesielski y Tomasik (2003) y Tomasik y col. (2001) los complejos metal-
almidoén se forman cuando el anion penetra los granulos, mientras que el catién es retenido
mediante fuerzas electrostaticas sobre la superficie. En este sentido, la presencia de iones
S04 en el exterior de los granulos podria indicar que la sal empleada para la preparacion
del vehiculo de almidén excedi6 la capacidad de los granulos de embeber estos iones y
retener zinc. Por lo que una fraccién de zinc podria encontrarse unida por fuerzas

electrostaticas y el exceso débilmente adsorbido sobre la superficie de los granulos.
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Mapeo obtenido por EDX

Distribucion de zinc

2\% mag WD det |spot| vac nwéde -
5.00 kV |600 x| 15.0 mm|ETD| 6.0 |High vacuum

Distribucion de azufre i

HV mag WD det |spot| vacmode | ~——30ym——
20.00 kV|3 000 x|15.1 mm|ETD| 6.0 |High vacuum

Figura 5.3. Distribucion de zinc y azufre sobre los granulos de los almidones vehiculo.

Los patrones de difraccién de rayos X de los almidones nativos y los cargados con zinc se
muestran en la Fig. 5.4. Las dos muestras presentaron una estructura semi-cristalina con
picos agudos a 20 (°)= 15.3, 17.5 y 23.1, caracteristicos del patron tipo A (Zobel, 1988).
Los porcentajes de cristalinidad de los almidones nativos y los productos cargados con zinc
fueron de alrededor de 20 y 27 %, respectivamente. El aumento de la cristalinidad en los
vehiculos fue atribuido a la presencia de la sal de zinc.
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Almidon nativo

Intensidad relativa (%)

Almidon cargado
con zinc

15 25 35
20 (°)

45 55

Figura 5.4. Patrones de difraccion de rayos X de los almidones nativos y los vehiculos

cargados con zinc.
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En la Fig. 5.5 se muestran los espectros IR obtenidos para el almidén nativo y los
almidones cargados con zinc. Se detectaron sefiales similares en ambas muestras, por lo
que la presencia de zinc no provocé cambios conformacionales significativos en el almidon
(Tabla 5.3). Ademas, en el espectro de los almidones cargados con zinc se hallé una sefial
a 624 cm™, también observada en el espectro del sulfato de zinc, correspondiente a los
modos de vibracion de los grupos SO, (Saha y Podder, 2011; Wang y col., 2004).

Almidon cargado zinc

Almidon nativo

Transmitancia (%)

3800 3400 3000 2600 2200 1800 1400 1000 600

Numero de onda (cm™)

Figura 5.5. Espectros IR del almiddn nativo y los almidones cargados con zinc.

La banda ancha, correspondiente al estiramiento de los grupos OH-, fue observada a 3390
cm™ para el almidén nativo. En las muestras con zinc esta banda se torné mas estrecha y se
detecté alrededor de 3350 cm™. De acuerdo a Luo y col. (2013a) y Staroszczyk y Janas
(2010), estos cambios pueden ser atribuidos a la coordinacion de iones de zinc a los &tomos

de oxigeno de las unidades de glucosa (6-CH,OH).
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Tabla 5.3. Sefales identificadas en los espectros de IR del almidon nativo y los almidones

cargados con zinc.

Sefiales (cm™)

Almidén  Almidén cargado Grupo funcional
nativo con zinc
No detectada 633 iones SO4> del ZnSO,

766 766 Cc-C

864 864 C-H, CH,
929 929 C-0-C
1018 1021 C-O0

1080 1080 C-O-H
1104 1105 C-O

1155 1158 C-0O, C-O-H
1204 1207 O-H

1243 1244 CH,OH
1305 1303 C-H

1335 1337 C-O-H, CH;,
1370 1369 C-H

1420 1419 CH,, C-0-0
1458 1458 CH,

2934 2934 CH>

3390 3358 O-H

Segun varios autores (Btaszczak y col., 2005; Ciesielski y Tomasik, 2004; Tomasik y col.,

2001), los grupos hidroxilos de las cadenas de amilosa y amilopectina del almidon

constituyen sitios potencialmente activos para la union de metales. El zinc al ser un cation

divalente puede atraer los atomos de oxigeno de las cadenas de los polimeros del almidon

que tienen varios pares de electrones libres, formando enlaces intermoleculares. Ciesielski

y col. (2003), mediante estudios de resonancia paramagnética electronica evidenciaron la

formacion de complejos entre el almidén y sales de metales de transicion, tales como: Co
(1D, Cr (111), Cu (1), Fe (111) y Mn (11).
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Con respecto a la conductividad, se obtuvieron valores de 27.2 mS/cm para la solucion de
sulfato de zinc. En el caso de las suspensiones de almiddn, se observd un descenso
significativo en esta propiedad obteniéndose valores de 0.04 mS/cm para el almidon nativo
y 2.6 mS/cm para el almidon cargado con zinc. Ciesielski y Tomasik (2003) y Luo y col.
(2013a) obtuvieron resultados similares, siendo atribuido a la formacién de complejos

almidon-metal.

2. Tabletas compartimentalizadas con zinc y extracto de yerba mate

2.1. Compactibilidad de los polvos con extracto de yerba mate

En la Fig. 5.6 se muestra la curva de compactibilidad obtenida para los polvos CY10.
Utilizando estos materiales fue posible obtener tabletas con valores Optimos de dureza a

bajas fuerzas compresion (4.9 kN).
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Figura 5.6. Curva de compactibilidad de los polvos con extracto de yerba mate obtenidos
por co-cristalizacion en matrices de sacarosa. Los simbolos representan los datos
experimentales, mientras que la linea representa el ajuste del modelo de Weibull (Ec. 3.1)

Los polvos CY10 mostraron un comportamiento de deformacion pléastica, siendo la dureza
del comprimido independiente de la fuerza de compresion a valores mayores que 9.8 kN
Como se observa en la Fig. 5.6, el modelo de Weibull presentd un ajuste satisfactorio a los

datos experimentales mostrando valores de R* ;> 0.98.

127



2.2. Contenido de humedad y fluidez de las formulaciones de los comprimidos

Se obtuvieron contenidos de humedad de 0.6, 1.8, 1.2 y 1.7% para las formulaciones TY1,
TY?2, TY3y TY4, respectivamente, los cuales son favorables para su manipuleo.

Las formulaciones TY1 mostraron mejor fluidez que las mezclas afiadidas de almidén de
maiz (TY2, TY3 y TY4). Este comportamiento fue atribuido a la alta cohesividad de este
excipiente (Jivraj y col., 2000). Ademas las mezclas TY1 mostraron angulos de reposo de
alrededor de 43°, indices de Hausner (IH) entre 1.0-1.2 e indices de Carr (IC) entre 3-5%.
Mientras que las TY2, TY3 y TY4 mostraron angulos de reposo mayores que 50°, IH entre
1.2-1.5 e IC entre 21-26%, respectivamente. A pesar de los altos valores de angulo de
reposo, los indices de Hausner y Carr sugirieron caracteristicas de fluidez aceptable para
estas mezclas (USP 30-NF 25, 2007).

2.3. Efecto de la concentracion de almiddn sobre la dureza de los comprimidos

En la Fig. 5.7 se muestran los valores de dureza de los comprimidos obtenidos a partir de
las distintas formulaciones (TY1, TY2, TY3y TY4), empleando una fuerza de compresién
de 9.8 kN.
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Figura 5.7. Dureza de los comprimidos obtenidos a una fuerza de compresion de 9.8 kN.

Las tabletas obtenidas con las formulaciones TY1, TY2 y TY3 no mostraron diferencias
significativas en la dureza (p<0.05). Este comportamiento evidencia las buenas

propiedades de compactibilidad de los polvos con yerba mate obtenidos mediante co-
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cristalizacion en matrices de sacarosa; siendo posible obtener tabletas de similar dureza
empleando formulaciones afiadidas de almiddn como diluyente. Las tabletas con mayor
contenido de almidon (TY4), mostraron un aumento significativo en la dureza. Este
comportamiento fue atribuido al aumento de la fuerzas cohesivas y de adhesividad en las
mezclas por efecto de la presencia del almidon (Jivraj y col., 2000; Nystrom y col., 1993).

Las formulaciones TY3 fueron seleccionadas para la preparacion del sistema
compartimentalizado, no sélo porque mostraron adecuados valores de dureza (Lee, 2007),
sino también porque su contenido de almiddn permitird una mayor incorporacion de zinc a

la matriz compuesta.

2.4. Propiedades de las tabletas

En la Tabla 5.4 se muestran las propiedades de los comprimidos control (mezcla 80:20,
sacarosa: almiddn), con extracto de yerba mate (TY3) y con zinc y extracto de yerba mate
(TZY). Las tabletas mostraron espesor, diametro y peso uniforme.

Tabla 5.4. Propiedades de los comprimidos control (mezcla 80:20, sacarosa: almidén), con
extracto de yerba mate (TY3) y con zinc y extracto de yerba mate (TZY).

Parametro Control TY3 TZY
Peso promedio (mg) 476.4+3.9 449.0+17 420.0+8.3
Espesor (mm) 50+03 52%£02 53%0.2
Densidad (g cm™) 12+04 14+03 1.3+£0.3
Dureza (kg-f) 14+£02 91+£102 124+0.6

Tiempo de desintegracion invitro (min) 3.8+0.2 58+06 55+04

En general, los comprimidos preparados a partir de polvos obtenidos por co-cristalizacion
(TY3y TZY) mostraron mayores valores de dureza que los preparados a partir de sacarosa
(Control). Por esta razon, ellos requirieron mayores tiempos de desintegracion. Ademas, se
obtuvieron valores de dureza més altos para los comprimidos TZY que para los TY3. Este
comportamiento fue atribuido a la presencia de zinc. En ensayos complementarios, no se
observaron diferencias significativas en los valores de dureza de tabletas preparadas a
partir de aglomerados sin compuesto activo mezclados con almidén de maiz nativo o con

almidon cargado con zinc.
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En la Tabla 5.5 se muestran los contenidos de compuestos activos de las tabletas. Los
comprimidos TY3 mostraron mayores concentraciones de compuestos fenolicos que los
TZY. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la diferencia en peso de los comprimidos
(Tabla 5.4). Ambas, TY3 y TZY, mostraron una buena contribucion de polifenoles en
comparacion con lo consumido diariamente a través de frutas y verduras (alrededor de 5
mg/g sélido seco) (Saura-Calixto y Gofii, 2006). La presencia de &cido cafeico no fue
detectada en las tabletas TZY probablemente debido a la baja cantidad de este compuesto

en las muestras.

Tabla 5.5. Contenido de compuestos activos de los comprimidos con extracto de yerba
mate (TY3) y con zinc y extracto de yerba mate (TZY).

Compuesto activo TY3 TZY
Polifenoles totales 1.8+0.1 1.3+0.2
Acido clorogénico 0.28 +0.06 0.16 +0.03
Acido cafeico 0.001 + 0.0001 nd
Rutina 0.12+£0.03 0.09 £ 0.001
Cafeina 0.22 £0.06 0.18 £ 0.04
Zinc 0.3+0.1 54 £0.1

“mg de compuesto activo/ g de comprimido; nd: no detectado

Los comprimidos compartimentalizados (TZY) mostraron contenidos de Zn (2.3 mg por
tableta) correspondientes al 21% de la IDR (WHO y FAO, 2004). En los comprimidos
TY3, se detectd una baja concentracion de Zn correspondiente al contenido endégeno de
este mineral en el extracto de yerba mate (alrededor de 2 mg Zn/L de extracto liquido)
(Lépez-Cordoba y col., 2014a).

Como ya se menciond, actualmente no se ha establecido una ingesta diaria recomendada
para los compuestos fendlicos. Sin embargo, en el caso de las tabletas TZY, su consumo se
encuentra limitado por los niveles de zinc, a un maximo de 4 tabletas por dia.

En la Fig. 5.8 se muestran micrografias SEM de la superficie interior y exterior de las
tabletas comprimidas TY3. Se observé una matriz de alta densidad y sin presencia de

poros. Ademas se encontraron granulos de almidon distribuidos homogéneamente.
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Figura 5.8. Micrografias SEM de los comprimidos obtenidos con las formulaciones TY3.

3. Estudios de liberacion

Se realizaron estudios de liberacion de los comprimidos compartimentalizados con zinc y
extracto de yerba mate (TZY). Ademas, a fines de comparacion, se analizo el perfil de
liberacion de zinc desde los almidones funcionalizados. En la Fig. 5.9 se muestra la
cinética de liberacion de polifenoles de yerba mate en agua. Los comprimidos mostraron
una velocidad de entrega rapida liberando alrededor del 80% de los compuestos a los 5 min

de ensayo. El contenido de polifenoles remanente fue liberado a los 20 min de ensayo.
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Figura 5.9. Cinética de liberacion de polifenoles de yerba mate desde los comprimidos
compartimentalizados. Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas
corresponden a los valores estimados por el modelo cinético de primer orden (Ec. 5.6).

Los perfiles de liberacion de zinc desde los vehiculos de almiddn y las tabletas
compartimentalizadas se muestran en la Fig. 5.10. La comparacién entre ambos sistemas
fue realizada mediante el calculo del factor de similitud (f;) (Ec. 5.3). Los almidones
funcionalizados y los comprimidos mostraron una velocidad répida de liberacion de zinc
en medio acuoso liberando el 50% de la carga de mineral a los 5 min (Fig. 5.10). Se obtuvo
un valor de f, de 75, indicativo de una alta similitud entre los perfiles de liberacion de zinc
de ambas matrices. Este comportamiento podria ser atribuido a la desintegracién rapida de
las tabletas en el agua y la migracién de las moléculas de ZnSO, débilmente unidas sobre
la superficie de los granulos, como fue observado por SEM-EDX (Fig. 5.3).

En ambos sistemas, la cantidad restante de mineral no fue liberada a lo largo del ensayo.
Este comportamiento fue atribuido a la interaccion entre el mineral y las unidades
constitutivas del almidén como fue observado mediante analisis FTIR. Sin embargo, la
liberacion total de mineral podria darse en el tracto digestivo por accion de las enzimas

pancreaticas (Mundargi y col., 2008; Vilivalam y col., 2000).
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Figura 5.10. Cinética de liberacion de zinc desde los vehiculos de almidon (A) y los
comprimidos compartimentalizados (e). Los simbolos corresponden a los datos
experimentales y las lineas corresponden a los valores predichos por el modelo cinético de
primer orden (Ec. 5.6).

Los modelos matematicos empiricos de ley de la potencia y difusion-relajacién no
pudieron ser ajustados a los datos experimentales, debido a que estas ecuaciones son solo
validas para porcentajes de liberacion inferiores al 60% (Peppas y Sahlin, 1989; Ritger y
Peppas, 1987). EI modelo cinético de primer orden mostrd el mejor ajuste a los datos
experimentales (R? adj = 0.99). De acuerdo a Costa y Sousa Lobo (2001), en las matrices
gue se ajustan a esta ecuacion cinética, la liberacion del compuesto activo ocurre en forma
proporcional a la cantidad remante en su interior; es por esto que la cantidad liberada en el

tiempo va disminuyendo.

4. Evaluacion sensorial de las tabletas

En la Fig. 5.11 se muestran los puntajes para cada atributo obtenidos para las tabletas
comprimidas con extracto de yerba mate. Para mayor claridad de los resultados, la escala
hedonica fue agrupada en tres intervalos de calificacion: 1-3 (me disgusta), 4-6 (me es

indiferente) y 7-9 (me gusta mucho).
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Figura 5.11. Atributos sensoriales de las tabletas comprimidas con extracto de yerba mate.
Intervalos de calificacion: 1-3 (me disgusta), 4-6 (me es indiferente) y 7-9 (me gusta
mucho).

Las tabletas con extracto de yerba mate mostraron un nivel de aceptacion global promedio
de 6 puntos, esto es “me es indiferente”. Sin embargo, el 56% de los jueces dio
puntuaciones de aceptabilidad global a la muestra entre 7-9 puntos. Con respecto al sabor y
a la textura, ninguno de los jueces califico las tabletas con valores menores a 4 puntos.
Solo el 22% de los evaluadores puntuaron negativamente la apariencia de las tabletas,
afiadiendo en las observaciones que no es comun el consumo de este tipo de productos.

La evaluacion sensorial de los comprimidos compartimentalizados no fue realizada en este
trabajo de tesis debido a que no se realizaron ensayos que permitan garantizar la inocuidad

de los nuevos sistemas.
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Conclusiones parciales

1. El almidén de maiz nativo resulto ser un vehiculo efectivo de zinc, permitiendo la
adsorcion de altas dosis de este mineral sobre la superficie de los granulos.

2. Las mezclas de almidén cargado con zinc y polvos con extracto de yerba mate
obtenidos mediante co-cristalizacion con sacarosa permitieron la obtencidon de
tabletas comprimidas con buenas propiedades para la administracion simultanea de
estos compuestos activos con beneficios para la salud.

3. La estrategia de compartimentalizacion desarrollada constituye una alternativa para

la co-vehiculizacion de compuestos activos con actividad complementaria.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES GENERALES

1. Extractos antioxidantes de yerba mate (llex paraguariensis)

Se obtuvieron extractos de yerba mate con un alto contenido de polifenoles totales, siendo
la contribucion de los &cidos clorogénicos la mas importante. Estos compuestos
presentaron una elevada actividad antioxidante inhibiendo el radical libre DPPH y también
reduciendo iones férricos, a bajas concentraciones. Los extractos secos mostraron una
temperatura de transicion vitrea superior a la temperatura ambiente. Sin embargo, estos

materiales mostraron una alta higroscopicidad a humedades relativas por encima del 75%.

2. Polvos antioxidantes obtenidos por co-cristalizacion de extracto de yerba mate en
matrices de sacarosa y glucosa-sacarosa

Se obtuvieron productos con alto contenido de polifenoles de yerba mate y una alta
eficiencia de encapsulacion. EI empleo del extracto liquido como solvente de la solucion
precursora mostré una buena distribucion del compuesto activo en la matriz. Al comparar
la actividad antioxidante del extracto co-cristalizado con la del extracto libre (sin
encapsular) se obtuvieron valores similares, indicando que esta propiedad no fue afectada
por el proceso ni por los materiales encapsulantes.

La co-cristalizacién de extractos antioxidantes de yerba mate en matrices de sacarosa
resulté ser una estrategia Util para obtener polvos con excelentes propiedades tecnoldgicas
(color y apariencia aceptable, alta solubilidad, buena fluidez y baja higroscopicidad) y
valores bajos de contenido de humedad y actividad acuosa. Estas caracteristicas favorecen
el empleo de los polvos antioxidantes de yerba mate a nivel industrial, promoviendo el
desuso de aditivos sintéticos.

A lo largo del almacenamiento el contenido de polifenoles totales en los polvos se mantuvo
constante, a pesar de la exposicion directa de los materiales al ambiente (75% HR y 20°C).
Con respecto a la actividad antioxidante, se observaron fluctuaciones en la capacidad
inhibitoria de los polvos frente al radical DPPH en el tiempo. Mediante HPLC, se observo
un incremento en la cantidad de &cido cafeico y una disminucion en el contenido de
cafeina, rutina y de acido clorogénico y sus derivados. Los polvos no presentaron cambios
significativos en su cristalinidad, ni tampoco apelmazamiento (“caking”) de las particulas

al final del almacenamiento.
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La incorporacion de los polvos con antioxidantes de yerba mate a otros sistemas vehiculos
constituye una opcion viable para el desarrollo de productos con propiedades saludables,
ricos en compuestos fenolicos. En este sentido, se desarrollo una bebida refrescante a base
de los polvos con antioxidantes de yerba mate con una alta aceptacion sensorial por parte

de los consumidores.

3. Sistemas de vehiculizacion de zinc: polvos y tabletas

Se obtuvieron polvos conteniendo zinc (17 mg/g) con una alta eficiencia de encapsulacion
(98%). Estos productos mostraron bajos valores de contenido de humedad y actividad
acuosa. Ademas, fueron de facil manipuleo, buena fluidez y baja higroscopicidad. Los
productos mostraron una distribucion homogénea de mineral sobre la superficie.

Los polvos con zinc obtenidos por co-cristalizacion mostraron excelentes propiedades de
compactibilidad, permitiendo la formacion de comprimidos con buena dureza y bajos
tiempos de desintegracion in vitro e in vivo, aplicando fuerzas de compresion bajas. Se
evaluaron los atributos sensoriales de las tabletas (sabor, textura y apariencia) obteniendo
altos niveles de aceptacion. Los sistemas de vehiculizacion de zinc (polvos y tabletas)
constituyen una estrategia eficaz para suplir los requerimientos nutricionales de zinc de la

poblacion en riesgo.

4. Sistemas de co-vehiculizacion de zinc y extracto de yerba mate: polvos y tabletas

Se prepararon polvos mediante co-cristalizacion simultanea de zinc y extracto de yerba
mate en matrices de sacarosa. En estos productos se observo un descenso significativo en
el contenido de ambos compuestos activos (zinc y extracto de yerba mate), en
comparacion con los polvos conteniendo cada compuesto activo por separado. Asimismo,
en los productos combinados, se observo una pérdida importante en la actividad inhibidora
del extracto frente al radical DPPH. Mediante HPLC, se evaluaron los cambios en el perfil
cuali-cuantitativo de los compuestos fendlicos y la cafeina por efecto de la co-
cristalizacion simultanea del zinc y el extracto de yerba mate. Se observd una reduccién
significativa en el contenido de acido clorogénico, rutina y cafeina; y la desaparicién total
de acido cafeico. Los polvos conteniendo ambos compuestos activos mostraron buena

fluidez y bajos valores de contenido de humedad y actividad acuosa.
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Se desarrollaron comprimidos a partir de mezclas de almidén maiz nativo y polvos con
zinc y extracto de yerba mate. Las formulaciones mostraron buenas propiedades de
manipuleo y permitieron la formacion de tabletas con peso uniforme y valores de dureza
optimos. Los sistemas de vehiculizacion desarrollados constituyen una estrategia potencial

para la dosificacién de compuestos activos con beneficios para la salud.

5. Sistemas compartimentalizados para co-vehiculizacion de zinc y antioxidantes de
yerba mate

Se desarrollaron tabletas para el transporte simultaneo de zinc y extracto antioxidante de
yerba mate, utilizando una estrategia de compartimentalizacion. El almidén de maiz fue
empleado como vehiculo de zinc; para esto se optimizd previamente la cantidad de
almidon a emplear para la preparacion de las tabletas, que permitiera la maxima
incorporacion de mineral y la obtencidon de tabletas con buenas propiedades.

Las formulaciones conteniendo 80 g/100g de mezcla de polvo con antioxidante de yerba
mate y 20 g/100g de mezcla de almidon cargado con zinc resultaron ser las mas adecuadas
en términos de dureza de las tabletas y contenido de compuestos activos. Ademas estas
mezclas mostraron valores bajos de contenido de humedad y déptima fluidez. Las tabletas
se desintegraron rapidamente y mostraron una alta velocidad de liberacion de los
compuestos activos en agua.

Estas matrices podrian ser empleadas potencialmente como suplementos para aumentar el
aporte de antioxidantes y minerales de la dieta. La estrategia de compartimentalizacion
desarrollada podria ser usada para el transporte de otros compuestos activos cuando deben

evitarse interacciones entre ellos.
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